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1 Einleitung 
In ihrer natürlichen Umgebung sind Pflanzen abiotischen und biotischen 
Umweltbedingungen ausgesetzt, unter denen sie sich behaupten müssen. So 
müssen sie als standortgebundene Organismen mit abiotischen Stressfaktoren wie 
Kälte, Hitze, Trockenheit usw. ebenso fertig werden, wie mit biotischen Umwelt-
faktoren wie zum Beispiel Phytopathogenen. Unter dem Begriff Phytopathogene 
fasst man Viren, Bakterien und Pilze zusammen, die Pflanzen als Wirt und 
Nahrungsgrundlage nutzen. Die Pflanzen ihrerseits haben im Laufe ihrer Evolution 
eine ganze Reihe von Mechanismen entwickelt, um die Besiedlung durch solche 
Pathogene zu verhindern bzw. einzudämmen. Es werden zunächst einige 
grundlegende Begriffe aus der Phytopathologie sowie auch einige zentrale 
Komponenten der Signaltransduktionskaskade von der Gen-für-Gen-Erkennung bis 
hin zur Resistenz vorgestellt, da dieses Hintergrundwissen als wichtige Grundlage für 
das Verständnis der im Rahmen der Arbeit durchgeführten Experimente unerlässlich 
ist. 
 
Nichtwirts-Resistenz 
Grundsätzlich sind Pathogene auf bestimmte Pflanzenspezies spezialisiert. Man 
spricht von einer Nichtwirts-Resistenz, wenn alle Mitglieder einer Pflanzenspezies 
resistent sind gegenüber allen Mitgliedern einer Pathogenspezies (Heath et al., 1991, 
Thordal-Christensen, 2003). In diesem Fall geht die Resistenz nicht auf pflanzliche 
Resistenzmechanismen zurück, sondern auf die fehlende virulente Aktivität des 
Pathogens. 
 
1.1 Mechanismen zur Pathogenabwehr 
 
1.1.1 Phytopathologische Interaktionen 
Bei Wirt-Parasit-Beziehungen unterscheidet man zwischen zwei Extremtypen, der 
virulenten und der avirulenten Wirt-Parasit-Interaktion. Die kompatible Wirt-Parasit-
Interaktion ist durch eine erfolgreiche Besiedlung der Pflanze durch das Pathogen 
gekennzeichnet. Das Pathogen ist also in der Lage, die Pflanze als Nahrungsquelle 
bzw. Wirt zu nutzen und sich in der Pflanze zu vermehren. Dem steht die 
inkompatible Interaktion gegenüber. Hier ist die Pflanze in der Lage, das Pathogen 
zu erkennen und verhindert durch eine ganze Reihe von Maßnahmen die 
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erfolgreiche Besiedlung des Pathogens. Dies wird durch eine Reihe von 
Mechanismen und Signaltransduktionskomponenten bewerkstelligt, von denen in 
dieser Einleitung noch einige vorgestellt werden, da dies für das Verständnis der 
Arbeit sehr wichtig ist. 
Grundsätzlich unterscheidet man also zwischen basalen Abwehrmechanismen, die 
man auch bei der kompatiblen Interaktion beobachten kann, und den sehr effizienten 
Gen-für-Gen-Resistenzgen-vermittelten Mechanismen der Pflanze, die man im 
Rahmen der inkompatiblen Interaktion beobachtet. 
Insbesondere in den letzten Jahren wurden eine große Anzahl von Mechanismen 
und Genen identifiziert, die im Rahmen der Pflanze-Pathogen-Interaktionen bei der 
Abwehr von bakteriellen und pilzlichen Angriffen auf die Pflanze von Bedeutung sind 
und letztlich bei der Antwort der Pflanze eine Rolle spielen. 
 
1.1.2 Basale Abwehrmechanismen 
Unter dem Begriff der basalen Abwehrreaktionen („basal defense system“) werden 
allgemeine Reaktionen der Pflanze zusammengefasst, die das Wachstum von 
virulenten pflanzlichen oder pilzlichen Pathogenen in der Pflanze begrenzen, ohne 
dass diese durch Resistenzgene (R-Gene) vermittelt wurden (Feys and Parker 2000; 
McDowel and Dangl, 2000; Glazebrook, 2001). Über die zugrunde liegenden 
Mechanismen ist bislang relativ wenig bekannt. Eine Bedeutung bei basalen 
Resistenzmechanismen konnte für das PAD4 Gen aufgezeigt werden (Zhou et al., 
1998; Feys et al., 2001). So war bei pad4 Mutanten die Salicylsäure-Akkumulation 
als auch die Produktion von bestimmten Abwehrstoffen, den sogenannten 
Phytoalexinen, nach Inokulation mit virulenten P. syringae pv. maculicola im 
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert (Zhou et al., 1998). Es bleibt festzuhalten, 
dass den Pflanzen als basale Abwehrmechanismen gewisse Prozesse zur 
Eindämmung des Wachstums des virulenten Pathogens zur Verfügung stehen, die 
allerdings nicht zur Resistenz gegen das Pathogen führen, sondern lediglich dessen 
Ausbreitung eindämmen und begrenzen können. 
 
1.1.3 Die Gen-für-Gen vermittelte Resistenz 
Die Gen-für-Gen vermittelte Resistenz ist eine sehr effiziente Form der Abwehr von 
Pflanzen gegen Phytopathogene. Durch bestimmte R-Gene sind sie in der Lage, 
Phytopathogene zu erkennen, sofern diese die entsprechenden Avirulenzgene 
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tragen. Diese Gen-für-Gen-Erkennung (Flor, 1971) ist der Startpunkt für eine 
Signaltransduktionskaskade, durch die sehr schnelle und effiziente Pathogenabwehr-
Reaktionen in die Wege geleitet werden. Diese Reaktionen beinhalten u.a. die 
sogenannte Hypersensitive Reaktion (HR), aber auch eine Reihe von anderen 
Maßnahmen, wie zum Beispiel die Induktion von PR-Genen. Unter einer HR versteht 
man den programmierten, lokal begrenzten Zelltod, den die Pflanze an infizierten 
Bereichen etwa 8 bis 24 Stunden nach dem Kontakt mit dem Pathogen einleitet und 
vollzieht (Culver, 1991). Die PR-Gene kodieren für PR-Proteine (=„pathogenesis 
related proteins“). Dabei handelt es sich laut der Definition von Agrios (1997) um eine 
Gruppe von Proteinen mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften, die von 
Pflanzen innerhalb der ersten Stunden nach Inokulation mit einem Pathogen gebildet 
werden. Alle in dieser Gruppe zusammengefassten Proteine wirken mehr oder 
weniger toxisch auf Pathogene. 
Die zelluläre Antwort auf das avirulente Pathogen, gesteuert durch die Gen-für-Gen-
Erkennung und die anschließende Signalkaskade, erfolgt erheblich schneller als die 
allgemeinen (basalen) Reaktionen auf virulente Pathogene, was ein wesentlicher 
Grund für die Effizienz dieser Form der Abwehr ist. 
 
In den vergangenen 10 Jahren wurden meist mit Hilfe der Sichtung und 
Begutachtung von Mutanten („Mutanten-screens“) einige wichtige Komponenten der 
Signaltransduktion zwischen Gen-für-Gen-Erkennung und zellulärer Antwort 
aufgeklärt. Mutationen im Resistenzgen selbst sowie in weiteren Komponenten 
führten zu einem Verlust der Gen-für-Gen-Resistenz. In der folgenden Abbildung 1 
wurden einige bereits beschriebene Komponenten dieser Signaltransduktions-
Kaskade zwischen Gen-für-Gen Erkennung bis hin zur Resistenz grafisch 
veranschaulicht. Anhand dieser Darstellung erfolgt im folgenden Abschnitt die 
Vorstellung dieser Komponenten, die bei dieser Signalkaskade zwischen Gen-für-
Gen-Erkennung und der daraus resultierenden Resistenz der Pflanze eine Rolle 
spielen. Aufgrund der Fülle von neuen Informationen kann diese Auflistung von 
Komponenten nicht den Anspruch erheben, einen wirklich umfassenden Überblick 
über diesen Themenkomplex zu liefern. Vielmehr beschränkt sich die Darstellung auf 
einige wesentliche Prozesse und Gene, die später für das Verständnis der Arbeit 
bedeutsam sind. 
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Abbildung1: Signaltransduktion in der Pflanze-Pathogen-Interaktion, modifiziert nach Glazebrook (2001)
aus Curr. Opin. Plant Biology. Vereinfachte Darstellung einiger bereits beschriebener, bei der
Signalkaskade von der Gen-für-Gen-Erkennung der Avirulenzgene der Pathogene durch R-Gene der
Pflanze bis hin zur Ausbildung der Resistenz bzw. zur systemischen Resistenz (SAR). In der frühen
Phase erfolgt die Erkennung des Pathogens durch die R-Gene der Pflanze. NDR1 und EDS1 sowie
PAD4 sind ebenfalls sehr frühe Komponenten der Signaltransduktion. Dies führt u.a. zu einem Anstieg
des Salicylsäureniveaus und der Aktivierung weiterer Komponenten wie NPR1. NPR1 ist ein sehr
zentraler Aktivator, der sowohl für die systemische Resistenz („Systemic acquired resistance“ = SAR) wie
auch für die lokale Aktivierung der PR-Gene verantwortlich ist. EDS5/SID2 sind Gene, die bei der Bildung
von Salicylsäure nach virulenter und avirulenter Pathogen-Pflanze-Interaktion beteiligt sind. Fällt eine der
Komponenten aus, kommt es nicht zu einer Salicylsäureakkumulation und die folgende PR-Gen-
Expression ist eingeschränkt. Ebenfalls angedeutet ist die PAD4-abhängige Aktivierung der
Camalexinbildung als Beispiel für einen Mechanismus, der der basalen Resistenz zugerechnet wird. 
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1.1.4 Resistenzgene 
Die Resistenzgene stellen den Startpunkt für die Erkennung des Pathogens durch 
die Pflanze dar. Diese Gene bzw. deren Genprodukte sind Rezeptoren, die für die 
Erkennung der Avirulenzgene (bzw. deren Genprodukte) der Pathogene 
verantwortlich sind. Dabei ist in der Regel jeweils ein R-Gen für die Erkennung eines 
pathogenen Avirulenzgens zuständig. Es gibt auch Ausnahmen, so ist z.B. das 
Resistenzgen Rpm1 verantwortlich für die Erkennung der Avirulenzgene avrRpm1 
und avrB (Bisgrove et al., 1994; Grant et al., 1995,). Unter den Resistenzgenen (R-
Genen) unterscheidet man zwei typische Gruppen (Ellis et al., 1998), die 
Resistenzgene des TIR-LRR-NBS-Typs und die Resistenzgene des CC-LRR-NBS-
Typs. 
 
Resistenzgene des TIR-LRR-NBS-Typs 
Diese gehören zur Gruppe der TIR-NBS-LRR Rezeptoren, da sie neben einer 
Leucin-reichen („Leucin rich repeat“ = LRR) Domäne und einer Nukleotid-Bindestelle 
(NBS =„nucleotid binding site“) eine aminoterminale Domäne aufweisen, die 
Ähnlichkeiten zu dem Toll-Rezeptor aus Drosophila sowie zu dem bei Säugetieren 
beschriebenen „interleukin 2“-Rezeptor aufweisen (Ellis et al., 1998). Die zu dieser 
Gruppe gehörenden R-Gene codieren zumeist für Rezeptoren für die 
entsprechenden Avirulenzgene bzw. deren Genprodukte aus Hyaloperonospora 
parasitica –Isolaten (Slusarenko and Schlaich, 2003). 
 
Resistengene des CC-LRR-NBS-Typs 
Die Resistenzgene RPM1, RPS2 sowie RPS5 verfügen ebenfalls über eine Leucin-
reiche (LRR) Domäne sowie über eine als Nukleotid-Bindestelle (NBS) fungierende 
Domäne. Sie weisen aber keine aminoterminale TIR-Domäne auf und gehören damit 
zur Gruppe der NBS-LRR Rezeptoren. Sie verfügen allerdings über einen 
aminoterminalen Leucin-„zipper“, welcher auch oftmals als „coiled coil“-Motiv (=CC)-
bezeichnet wird. Solche Domänen sind an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt. 
Zu dieser Gruppe von Resistenzgenen zählt unter anderem auch das RPS2-Gen, 
welches maßgeblich an der Erkennung von P. syringae pv. tomato mit dem 
Avirulenzgen avrRPT2 beteiligt ist. Neue Erkenntnisse bei der Erforschung weiterer 
Komponenten der Signaltransduktion ergaben, dass diese beiden Gruppen von 
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Rezeptoren in der frühen Phase der Signaltransduktion in der Regel auf 
unterschiedliche Proteine bzw. Gene angewiesen sind (Slusarenko and Schlaich, 
2003), wie es im Schema der Abbildung 1 angedeutet ist. So gibt es eine Reihe von 
Resistenzgenen wie u.a. RPM1 und RPS2, die auf ein funktionales NDR1 –Gen als 
frühe Komponente der Signaltransduktion angewiesen sind. Dagegen sind die 
Resistenzgene RPW8, RPP2 und RPP5 in der frühen Phase der Signaltransduktion 
von einem funktionalen EDS1/PAD4-Komplex abhängig. In den beiden folgenden 
Abschnitten werden diese frühen Komponenten der Signaltransduktion näher 
vorgestellt. 
 
1.1.5 NDR1 („non race specific disease resistance“) 
Das NDR1-Gen („non race specific disease resistance“) ist wie bereits erwähnt für 
die Ausbildung der Resistenz, vermittelt durch verschiedene Resistenzgene, 
bedeutsam und der Verlust dieses Genes führte in ndr1-Mutanten im Vergleich zum 
Wildtyp zu einem anfälligeren Phänotyp. Nach Infiltration mit den avirulenten P. 
syringae pv. tomato Stämmen mit den Avirulenzgenen avrRPM1, avrB, avrRPT2 und 
avrPph3 kam es folglich zu einem erhöhten Bakterienwachstum in planta (Century et 
al., 1995). Allerdings kam es nach der Inokulation mit avrRPM1, avrB, und avrPph3 
tragenden P. syringae dennoch zu einer hypersensitiven Reaktion (HR), wohingegen 
diese bei Inokulation der Pflanze mit avrRPT2 tragenden P. syringae pv. tomato 
ausblieb (Century et al., 1995). Das NDR1–Gen codiert für ein 25 kDa-Protein mit 
zwei vermuteten Membran-Anlagerungs-Domänen (Century et al., 1997) und es 
erfüllt seine Funktion in der frühen Phase der Signaltransduktion oberhalb der 
Salicylsäure wie es in Abbildung 1 skizziert wurde. 
 
1.1.6 EDS1 („enhanced disease susceptibility 1”) / PAD4 („phytoalexin 
deficient”) 
Bei EDS1 und PAD4 handelt es sich ebenfalls um frühe Komponenten der 
Signaltransduktion, die als Komplex miteinander interagieren (Feys et al., 2001). Die 
Bedeutung von EDS1 wurde deutlich, als man in eds1-Mutanten eine fehlende oder 
zumindest stark verminderte Resistenz gegenüber verschiedenen avirulenten 
Pathogenen feststellte. Betroffen waren eine ganze Reihe von Resistenzgenen wie 
u.a. RPW8, RPP1, RPP2 und RPP5 (Parker et al., 1996). EDS1 codiert für ein 72 
kDa Lipase-ähnliches Protein, welches wie man auch Abbildung 1 entnehmen kann, 
oberhalb der Salicylsäure in der Signalkaskade für viele der dem TIR-NBS-LRR-
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Typus von Resistenzgenen erforderlich ist (Falk et al., 1999). PAD4 kodiert ebenfalls 
für ein Lipase-ähnliches Gen mit ähnlichen katalytischen Domänen wie EDS1 (Aarts 
et al., 1998). Die pad4-Mutation und die eds1-Mutation beeinträchtigen die 
Resistenzreaktionen für dieselbe Gruppe von R-Genen (siehe Abb. 1), wobei der 
Verlust der Resistenz bei pad4-Pflanzen nicht so gravierend ausfällt wie bei eds1-
Pflanzen (Glazebrook et al., 1997; Aarts et al., 1998). Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass PAD4 und EDS1 in vitro und in vivo dimerisieren und als Komplex für 
die Verstärkung von Resistenzreaktionen und die Salicylsäure-Akkumulation 
verantwortlich und erforderlich sind (Feys et al., 2001). Es zeigte sich auch, dass 
EDS1 für den Pathogen-induzierten Anstieg der mRNA-Levels von PAD4 notwendig 
ist. Die Expression von EDS1 und PAD4 wird durch Zugabe von Salicylsäure 
verstärkt, was Hinweise bestätigt, wonach die Salicylsäure als ein positiver 
Verstärker („feedback-loop“) fungiert, der Resistenz-Reaktionen potenziert (Falk et 
al., 1999). Die Salicylsäure spielt bei der Signaltransduktionskaskade in mehreren 
Schüben eine sehr zentrale Rolle bei Abwehrmechanismen.  
 
1.1.7 Salicylsäure (SA) 
Hinweise für eine Rolle der Salicylsäure bei basalen wie auch systemischen 
Abwehrmechanismen ergaben sich bereits 1993 aus der Analyse von transgenen 
NahG-Pflanzen (Gaffney et al., 1993). Das NahG-Gen codiert für eine bakterielle 
„Salicylate Hydroxylase“, welche Salicylsäure sehr effizient in Catechol umwandelt. 
Es wurde festgestellt, dass NahG-Tabak-Pflanzen suszeptibler gegenüber dem 
Tabak Mosaik Virus (TMV) sowie gegenüber Pseudomonas syringae pv. tabaci 
waren als entsprechende Wildtyp-Pflanzen. Entsprechende Analysen zeigten, dass 
in diesen Pflanzen die PR1-Genexpression infolge der Pathogenbehandlung 
ausblieb (Gaffney et al., 1993; Mur et al., 1997). Bei der Charakterisierung von 
NahG-Arabidopsis-Linien konnte festgestellt werden, dass bei diesen die Expression 
von PR-1, PR-2 und PR-5 infolge der Pathogenbehandlung inhibiert war, 
wohingegen bei Wildtyp-Pflanzen ein Anstieg der mRNA-Niveaus nachgewiesen 
werden konnten (Delaney et al., 1994). 
Salicylsäure akkumuliert in den betroffenen Geweben nach Kontakt mit 
Phytopathogenen und ist essentiell für viele R-Gen-vermittelte Reaktionen in 
Arabidopsis und Nicotiana tabacum sowie in vermutlich vielen anderen Spezies. 
Außerdem ist SA essentiell für die systemisch vermittelte Resistenz (SAR= „systemic 
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acquired resistance“), die nach einer R-Gen vermittelten Resistenzreaktion 
systemisch, das heißt in der gesamten Pflanze, zu einer erhöhten Resistenz auch 
gegenüber virulenten Pathogenen führt (Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994). 
Es konnten infolge der Pathogeninfektion bis zu 100-fach erhöhte SA-Niveaus 
festgestellt werden (Malamy et al., 1990, Metraux et al., 1990). Die zentrale Rolle der 
Salicylsäure bei der Pathogen-abhängigen Signaltransduktion wird auch durch die 
Tatsache bestätigt, dass exogene Salicylsäure ausreicht, um bei einer Vielzahl von 
Pflanzen eine PR-Genexpression zu induzieren und für die Ausprägung einer 
systemischen Resistenz zu sorgen bzw. zur Induktion von PR-Genen führt (Ward et 
al., 1991).  
Ein weiteres Gen, welches die Bedeutung der SA in der Signaltransduktion im 
Rahmen der Pflanze-Pathogen-Interaktion bestätigt, ist SID2. 
 
1.1.8 SID2 („SA induction deficient 2”) 
Bei dem Gen SID2 handelt es sich um ein Gen, das für eine Isochorismat-Synthase 
codiert, die bei der biochemischen Synthese von Salicylsäure benötigt wird 
(Wildermuth et al., 2001). Folglich blieb in sid2-Mutanten die SA-Akkumulation nach 
virulenter und avirulenter Inokulation aus, und bei diesen Pflanzen lag in der Folge 
eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduzierte PR-1-Genexpression sowie eine 
verringerte Resistenz vor (Glazebrook et al., 1996). Allerdings zeigten sid2-Mutanten 
nach wie vor Pathogen-induzierte Erhöhung von PR-2 und PR-5- mRNA-Niveaus 
sowie auch eine mit Wildtyppflanzen vergleichbar erhöhte Bildung von Camalexin 
(Nawrath and Métraux, 1999). Dies ist ein Unterschied zu dem NahG-Phänotyp, 
denn wie bereits erwähnt, wurden in NahG-Pflanzen bei sehr ähnlichen endogenen 
SA-Niveaus neben der starken Reduktion des PR-1-mRNA-Niveaus auch von einer 
Reduktion der Expression von PR-2 und PR-5 berichtet. Außerdem fand man in 
NahG-Pflanzen eine deutliche Reduktion der Camalexin-Bildung im Vergleich zum 
Wildtyp (Delaney et al., 1995; Zhao and Last, 1996). Bezogen auf die Suszeptibilität 
gegenüber Phytopathogenen zeigten sid2 Mutanten eine intermediäre Anfälligkeit 
zwischen der geringen Anfälligkeit des Wildtyps und der extrem hohen Anfälligkeit 
von NahG-Pflanzen (Nawrath and Métraux, 1999). Heck et al. konnten 2003 zeigen, 
dass es bei NahG-Pflanzen neben dem Abbau von SA zu pleiotropen Effekten 
kommt. So wird in NahG-Pflanzen in der Folge einer Pathogeninfektion weniger 
Ethylen produziert als zum Beispiel bei sid2-Pflanzen. Zudem konnte man keine 
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erhöhte Jasmonsäure-Produktion etwa 12 Stunden nach der Infektion feststellen, die 
in anderen Mutanten (sid2, pad4) messbar war. Diese pleiotropen Effekte sind für die 
Unterschiede bei NahG-Linien im Vergleich zu sid2 verantwortlich und bei der 
Interpretation von Versuchen mit diesen Linien unbedingt zu beachten. Auch im 
Rahmen dieser Arbeit wurden Expressionanalysen mit NahG-Pflanzen erarbeitet, da 
zu dem Zeitpunkt, als die Experimente durchgeführt wurden, diese Unterschiede 
noch nicht bekannt waren. 
Unterhalb der Salicylsäure wird ein weiterer sehr zentraler Faktor bei der Signal-
transduktionskaskade positioniert (siehe Abbildung 1). Es handelt sich um das 
NPR1-Protein. 
 
1.1.9 NPR1 alias NIM1 („nonexpressor of PR-1”; „Non-inducible Immunity 1”) 
In npr1/nim1-Mutanten bleibt die Expression der PR-Gene PR-1, PR-2 und PR-5 in 
der Folge einer Behandlung mit Salicylsäure bzw. strukturellen Salicylsäure-Analoga 
wie z.B. Isonicotinsäure aus (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995). Dagegen wurde 
bei Infektionsversuchen mit P. syringae pv. maculicola nur die PR-1 Expression stark 
inhibiert. Offenbar funktioniert die Induktion von PR-2 und PR-5 hier durch einen 
NPR1-unabhängigen Signalweg (Glazebrook et al., 1996). Das NPR1/NIM1-Gen 
codiert für ein Protein mit Ankyrin-Domänen, welches nach Salicylsäurebehandlung 
aus dem Zytoplasma in den Nukleus translokalisiert wird (Cao et al., 1997; Ryals et 
al., 1997). Es wurde gezeigt, dass NPR1/NIM1 als Coaktivator bei der Transkription 
von Genen beteiligt ist, die sogenannte as1-Elemente im Promotor haben. Dabei 
interagiert NPR1/NIM1 mit Leucin-Zipper-Protein-Transkriptionsfaktoren der TGA-
Familie und ist so direkt an der Induktion Expression des PR1-Gens beteiligt (Zhang 
et al., 1999; Zhou et al., 2000).  
 
1.1.10 Signaltransduktionskaskade stellt keine lineare Abfolge, sondern ein 
komplexes Zusammenspiel verschiedener Komponenten dar 
Die bisherige Darstellung und Skizzierung der hier beschriebenen Komponenten 
verschweigt, dass es zudem auch Resistenzgene gibt, die absolut unabhängig von 
EDS1, NDR1, SA und NPR1 sind. Ein Beispiel hierfür ist das RPP13-Nd, für das 
bislang keinerlei Signaltransduktionskomponenten bekannt sind (Bittner-Eddy et al., 
1999). Die Gene EDS1, PAD4, NDR1, NPR1 sind in sehr unterschiedlichen 
Kombinationen für viele andere bereits charakterisierte Resistenzgene erforderlich, 
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allerdings keineswegs immer so eindeutig und linear, wie es Abbildung 1 suggeriert. 
Insbesondere bei der Analyse von Doppelmutanten wurde deutlich, dass die beiden 
Signalwege NDR1 auf der einen Seite und PAD4/EDS1 auf der anderen Seite 
keineswegs absolut unabhängig voneinander agieren. Als Beispiel sei das 
Resistenzgen RPP8 genannt, welches die Resistenz gegenüber dem 
Hyaloperonospora parasitica Isolat EMCO vermittelt. Dieses Resistenzgen wurde 
anhand der Einzelmutanten als EDS1- und NDR1-unabhängig beschrieben, dennoch 
konnte in der eds1/ndr1-Doppelmutante ein signifikanter Verlust der Resistenz 
festgestellt werden (Slusarenko and Schlaich, 2003). Ein anderes, extremes Beispiel 
ist das Resistenzgen RPP4, welches zuständig ist für die Resistenz von Arabidopsis 
Ökotyp Col-0 gegen die Hyaloperonospora parasitica Isolate EMOY und EMWA. Die 
Resistenz gegen diese Pathogene ist in den entsprechenden Mutanten 
beeinträchtigt, wenn eine Mutation in EDS1, PAD4, NDR1, SID1 oder SID2 vorliegt. 
Zudem ist RPP4 abhängig von NPR1 und der Akkumulation von Salicylsäure und 
braucht zudem sogar ein funktionelles RPS5-Gen, welches eigentlich für die 
Erkennung des Avirulenzgens avrPphB zuständig ist (Simonich and Innes, 1995, 
Slusarenko and Schlaich, 2003). 
 
Im Verlauf der Untersuchungen, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit 
durchgeführt wurden, stellte sich heraus, dass für die Interpretation der im Rahmen 
dieser Arbeit ermittelten Daten zwei weitere biologische Forschungsgebiete von 
Bedeutung sind. Zum einen sind Grundlagen zum Themengebiet der inneren Uhr 
(„circadian clock“) notwendig für das Verständnis einiger der durchgeführten 
Versuche. Zum anderen greifen Ergebnisse dieser Arbeit auch in den 
Themenkomplex Blüte und Blüteninduktion bei Pflanzen ein, so dass auch hierzu 
einige aktuelle Erkenntnisse erläutert werden, um die Resultate aus dieser Arbeit 
innerhalb dieser Themenfelder einzuordnen. 
 
1.2 Die innere Uhr  
 
In Pflanzen, wie auch in den meisten anderen Eukaryonten, gibt es einen oder 
mehrere molekulare Mechanismen, die eine Oszillation mit einer Periode von etwa 
24 Stunden vollziehen. Dies betrachtet man als einen zentralen Oszillator bzw. als 
innere Uhr ( „circadian clock“), die es den Organismen erlaubt, eine Vielzahl von 
1 Einleitung 
___________________________________________________________________ 
 11
Prozessen unabhängig von kurzzeitigen, z.B. witterungsbedingten Variationen im 
Tag–Nachtverlauf in einer sehr genau abgestimmten Regelmäßigkeit durchzuführen.  
Überführt man die Organismen vom Tag-Nacht-Wechsel in kontinuierliche Dunkelheit 
bzw. setzt sie kontinuierlichen Lichtbedingungen aus, so bleiben viele dieser 
rhythmischen Prozesse zumindest über einige Tage erhalten. Da sich bei konstanten 
Bedingungen meist ein Rhythmus von etwa 24 Stunden einstellt, bezeichnet man 
dieses Phänomen als circadianen Rhythmus. Das Wort „circadian“ kommt aus dem 
Lateinischen und bedeutet „etwa einen Tag“. In den letzten Jahren konnten viele 
Daten gewonnen werden, die zu einem besseren Verständnis der circadianen Uhr 
bei Pflanzen beigetragen haben. Durch die circadiane Uhr wird es den Pflanzen 
ermöglicht, Veränderungen in der Tageslänge wahrzunehmen, was nicht zuletzt für 
die Tageslängen-abhängige Induktion der Blütenbildung von zentraler Bedeutung ist.  
 
1.2.1 Circadian gesteuerte Prozesse bei Pflanzen 
Bei Pflanzen wurden bereits eine ganze Reihe von circadianen Prozessen 
beschrieben, die durch die innere Uhr gesteuert werden. So zum Beispiel die 
rhythmische Bewegung der Chloroplasten (Sweeney et al., 1987), das Öffnen und 
Verschließen der Stomata im Tag-/Nachtverlauf (Somers et al., 1998), die 
periodischen Blattbewegungen bei Cotelydonen und Primärblättern (Engelmann et 
al., 1992) sowie die periodisch abgestimmte Verlängerung des Hypokotyls, welches 
sich in der Nachtphase schneller elongiert (Downson-Day and Millar, 1999). Nicht 
zuletzt wird auch die Expression vieler Gene durch die Mechanismen der inneren 
Uhr gesteuert. Etwa 6 % der Gene in Arabidopsis sollen eine circadiane Rhythmik 
aufweisen (Harmer et al., 2000; McClung et al., 2001). 
Als ein Beispiel für circadian gesteuerte Gene wurden sehr früh die LHC-Gene 
beschrieben (Piechulla et al., 1988). Dabei handelt es sich um Gene, die bei der Aus-
bildung des Lichtsammelkomplexes eine Rolle spielen bzw. selbst Komponenten 
dieses Lichtsammelkomplexes sind (LHC =„light harvesting complex“). Diese LHC-
Gene unterliegen also einer circadianen Rhythmik, wobei die Aktivierung der 
Genaktivität jeweils vor Beginn der Lichtphase stattfindet. Bei einem Sichtungs- und 
Musterungsexperiment („Mutanten–screening“) von Millar et al. (1995) wurden 
Samen einer A. thaliana-Linie mit einem LHC-Promotor ::LUC-Zeigergenkonstrukt 
mutagenisiert und nach Pflanzen abgesucht, die eine veränderte Expression des 
durch den LHC-Promotor getriebenen Luciferase (LUC)-Gens aufwiesen. Dabei wur-
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de unter anderem toc1-1 („timing of CAB expression“) entdeckt. Die toc1-1-Mutante 
zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine leicht verkürzte Periodendauer hinsichtlich der 
LHC-mRNA Niveaus sowohl im Dauerlicht als auch im Dauerdunkel (Millar et al., 
1995; Somers et al., 1998). Außerdem sind die mRNA-Niveaus der circadian 
regulierten Gene AthGRP7 / 8  im Vergleich zum Wildtyp in ähnlicher Weise 
beeinträchtigt (Kreps and Simon, 1997). Bei toc1-1-Mutanten kommt es im Vergleich 
zum Wildtyp unter Kurztagbedingungen zu einer früheren Blüte und unter 
Langtagbedingungen zu einer verspäteten Blüte (Somers et al., 1998). Das TOC1-
Gen wurde kloniert und kodiert für ein Protein mit Homologien zu Proteinen, die 
bereits als Mitglieder von Zweikomponenten-Signaltransduktionssystemen 
beschrieben wurden (Strayer et al., 2000).  
 
1.2.2 Der zentrale Oszillator 
Nach dem momentanen Wissensstand gilt TOC1 als eines von drei ganz 
elementaren Genen, die als zentraler Oszillator der inneren Uhr von Arabidopsis 
fungieren. Die beiden anderen zentralen Komponenten sind LHY („Long elongated 
hypocotyl”) and CCA1 („circadian clock associated”). Nach der bisherigen Vorstellung 
bilden diese Gene einen „feedback-loop“, wobei TOC1 zum Abend expremiert wird 
und die CCA1/LHY–mRNA Niveaus zum Morgen ihr Maximun erreichen (Wang and 
Tobin, 1998; Strayer et al., 2000; Macino et al., 2001). Weitere Hinweise darauf, dass 
TOC1 und CCA1/LHY einen sogenannten „feedback-loop“ bilden, ergaben sich aus 
Untersuchungen von Alabadi et al. (2001). Es konnte gezeigt werden, dass 
LHY/CCA1 in vitro an den TOC1-Promotor bindet. Außerdem führt die LHY/CCA1-
Überexpression zu reduzierten TOC1-mRNA-Mengen in vivo. Auf der anderen Seite 
ist die Periode von CCA1/LHY in toc1-1-Mutanten verkürzt und in der toc1-2 Mutante 
wird auch die mRNA-Menge dieser Gene reduziert. Somit geht man davon aus, dass 
diese 3 Gene sich als klassischer „feedback-loop“ gegenseitig in ihrer Expression 
beeinflussen. In der folgenden Abbildung 2 ist dieses Modell in graphischer Form 
dargestellt. Da LHY eine so zentrale Komponente der inneren Uhr ist, verwundert es 
nicht, dass Defekte im LHY–Gen zur Beeinträchtigung verschiedenener von der 
inneren Uhr gesteuerter Prozesse wie den rhythmischen Blattbewegungen und auch 
zu einem veränderten Blühzeitpunkt im Vergleich zum Wildtyp führte. Die mRNA-
Niveaus von LHY wie auch von CCA1 unterliegen in Wildtyppflanzen einer Rhythmik, 
die auch unter konstanten Dauerlichtbedingungen erhalten bleibt. LHY sowie CCA1 
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haben Homologien zu c-MYB-Transkriptionsfaktoren aus dem tierischen System 
(Martin and Paz-Ares, 1997), was darauf hindeutet, dass sie direkt über die 
Aktivierung bestimmter Gene rhythmische Prozesse steuern. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diese Vorstellung wird durch die Tatsache gestützt, dass das CCA1-Protein als ein 
an den LHC-Promotor-bindendes Protein identifiziert wurde, das essentiell für 
dessen „clock“- und Licht-abhängige Regulation ist (Wang et al., 1997). CCA1 zeigte 
selbst, sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene, eine circadiane Rhythmik 
(Wang and Tobin, 1998). In den cca1-Mutanten als auch in 35S::CCA1-Pflanzen ist 
die Expression zahlreicher circadian gesteuerter Gene (z.B. auch LHY) gestört. 
Zudem wurde in den 35S::CCA1-Überexpressionslinien eine verspätete Blüte in 
Langtagbedingungen festgestellt. Nachdem hier die Gene vorgestellt wurden, die 
man derzeit für wesentliche Bestandteile des zentralen Oszillator hält, werden im 
folgendem Abschnitt Faktoren beschrieben, die bei der Weiterleitung von Lichtreizen 
an die innere Uhr beteiligt sind. 
 
Zentraler Oszillator Rezeptoren / 
Stellfaktoren 
circadian gesteuerte 
Mechanismen 
Abbildung 2: Modell des circadianen Systems in Arabidopsis thaliana 
Die Signale des Licht-/ Dunkelrhythmus werden über eine Reihe von Lichtrezeptoren
(Cryptochome (Crys), Phytochrome (Phys) und Lichtrezeptorähnliche Proteine wie Zeitlupe (Ztl),
(FKF1) und LKP2 an den zentralen Oszillator übermittelt (Stellfunktion). Der zentrale Oszillator
besteht aus CCA1 und LHY auf der einen Seite und TOC1 auf der anderen. Diese wechseln sich 
in ihrer Aktivität ab. Die zentralen Komponenten CCA1/LHY und TOC1 steuern ihrerseits eine
Vielzahl circadianer Prozesse wie die Expression der circadian gesteuerten Gene (Chlorophyll 
binding Protein AB (CAB), Expansin (EXP) und Constans (CO). Die Abbildung wurde leicht 
modifiziert aus Yanovsky and Kay (2001) entnommen. 
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1.2.3 Lichtrezeptoren und deren Einfluss auf die innere Uhr 
Schon seit einiger Zeit ist ein Einfluss von verschiedenen Lichtqualitäten auf die 
innere Uhr bekannt. Dabei spielen verschiedene Lichtrezeptoren der Pflanze eine 
Rolle, wobei hier Phytochrom A und B sowie die Cryptochrome 1 und 2 die 
wichtigsten zu sein scheinen, was mit Hilfe von Pflanzen herausgefunden wurde, die 
das LHC::LUC-Zeigergenkonstrukt enthielten (Millar et al., 1995). Bei Unter-
suchungen mit Licht verschiedener Wellenlängen fand man heraus, dass sowohl 
Blaulicht als auch Rotlicht effektiv war für die Verkürzung der Periode der LHC-
Promotor getriebenen Luc-Zeigergenexpression. Durch Untersuchungen der 
LHC:LUC-Expression in den Lichtrezeptor-Mutanten phyA, phyB, cry1 und cry2 
konnten Somers et al. (1998) zeigen, dass Rotlichtsignale bei geringen Intensitäten 
durch Phytochrom A und bei höherer Lichtintensität durch Phytochrom B an die 
zentrale Uhr weitergeleitet werden. Blaulichtsignale werden dagegen durch die 
Cryptochrome 1 und 2 sowie auch durch Phytochrom A perzeptiert. Bislang konnte 
aber noch keine direkte Interaktion zwischen Photorezeptoren und Komponenten der 
inneren Uhr gezeigt werden. Auch die Vierfachmutante cry1/cry2/phyA/phyB ist noch 
in der Lage, auf Lichtreize hin die innere Uhr nachzustellen, was andeutet, dass 
weitere Faktoren wie beispielsweise die übrigen Phytochrome (C bis E) und/oder 
auch andere Lichtrezeptoren diese Funktionen übernehmen könnten (Yanovsky et 
al.; 2000; 2001). Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die verschiedenen 
Lichtrezeptoren einen Einfluss auf den inneren Oszillator ausüben und dessen 
Rhythmik an die Umweltbedingungen angleichen. Wie genau dies funktioniert, ist  im 
Detail noch unverstanden und weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung. 
 
1.2.4 „Gigantea” (Gi) und „Early flowering 3” (Elf3) 
Die in Abbildung 2 aufgeführten Gene Gi („Gigantea“) und Elf3 („early flowering 3“) 
stellen Gene dar, die zwischen Lichtrezeptoren und innerer Uhr vermitteln. Bei 
Mutationen in diesen Loci kommt es zur Beeinträchtigung von circadianen Prozessen 
und bei diesen Mutanten gibt es hinsichtlich ihres Phänotyps gewisse Ähnlichkeiten 
zu  Phytochrommutanten (Hicks et al., 1996, Fowler et al., 1999; Park et al., 1999; 
Huq et al., 2000). Wie die Interaktion zwischen Photorezeptoren und diesen 
Proteinen und deren Einflussnahme auf die innere Uhr erfolgt, ist noch ungeklärt. 
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1.2.5 „ZEITLUPE“ (ZTL), „FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX1“ (FKF1) 
und „LOV, KELCH PROTEIN 2“ (LKP2) 
Ebenfalls einen Einfluss auf den zentralen Oszillator haben die in Abbildung 2 
aufgeführten Gene ZTL, FKF1 und LKP2. Sie kodieren allesamt für Proteine, die 
über eine „PAS“-Domäne, eine „F-Box“-Domäne und 6 „Kelch“-Wiederholungen 
verfügen (Kiyosue et al., 2000; Nelson et al., 2000; Somers et al., 2000). Wie diese 
Proteine den zentralen Oszillator der inneren Uhr beeinflussen, ist im Detail noch 
unverstanden. Das am besten bearbeitete Gen in diesem Trio ist Zeitlupe. Bei ztl-
Mutanten kommt es zu einer Verlängerung der Periodendauer vieler circadianer 
Rhythmen und es liegt eine Beeinträchtigung der photoperiodischen Zeitmessung vor 
(Somers et al., 2000). Die Tatsache, dass man eine Interaktion von ZTL mit dem C-
terminus Lichtrezeptorprotein Phytochrom B (phyB) und Cryptochrom 1 (cry1) in vitro 
zeigen konnte (Jarillo et al., 2001) verstärkte den Eindruck, dass ZTL eine Funktion 
bei der Signalübertragung von den Lichtrezeptoren zur inneren Uhr erfüllt. 
 
1.2.6 „Output-pathways”  
 
Zahlreiche Gene werden in ihrer Expression von den Komponenten der inneren Uhr 
gesteuert. Beispielhaft sind in Abbildung 2 das Constans-Gen, welches an der 
Regulation der Blüteninduktion beteiligt ist, das CAB-Gen sowie das Expansin-Gen 
(Exp) dargestellt, das cDNA-„microarray“-Analysen zufolge ebenfalls einer 
circadianen Kontrolle unterliegt (Harmer et al., 2000). Wie die Kontrolle dieser Gene 
funktioniert und welche weiteren Faktoren bei der Aktivierung der circadian 
gesteuerten Gene noch beteiligt sind, ist derzeit noch unklar. Allerdings ist es 
gelungen, anhand der Gruppierung von zeitgleich expremierten Genen ein Promotor-
Element zu finden, welches für die Expression von Genen zum Tagesende 
verantwortlich ist (Harmer et al., 2000). Dieses aus neun Basenpaaren bestehende 
sogenannte „evening element“ (EE) ist nachweislich für die abendliche Expression 
des Gens CCR2 (Cold, circadian rhythm 2) verantwortlich und konnte in 31 anderen 
abendlich expremierten Genen identifiziert werden (Harmer et al., 2000). Dieses 
„evening element“ befindet sich auch im TOC1-Promotor, wo es von CCA1 / LHY 
direkt erkannt wird (Alabadi et al., 2001). Man kann also davon ausgehen, dass 
CCA1 und LHY direkt als Transkriptionsfaktoren an der Kontrolle zahlreicher 
circadian kontrollierter Gene beteiligt sind. 
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Bei der AtGRP7/8 Genfamilie ist ein weiteres Gen, welches unter der Kontrolle der 
circadianen Uhr steht. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde u.a. auf eine 
AtGRP7 –Sonde zurückgegriffen. Aus diesem Grund möchte ich hiermit noch einige 
Fakten zu dieser Genfamilie erwähnt wissen. 
 
1.2.7 AtGRP7/8 –Genfamilie 
 
Diese Genfamilie kodiert für kleine, aus ca. 180 Aminosäuren bestehende Proteine 
mit RNA-bindenden Motiven, die als sog. RRM-Motive (RRM= „RNA-recognition 
motif´s“) am Aminoterminus beschrieben wurden. Solche Motive wurden auch bei 
den Blüten-induzierenden Genen FCA und FPA identifiziert. Die carboxyterminale 
Region der AtGRP-Genfamilie besteht aus mehr als 15 Mitgliedern und ist glycinreich 
(van Nocker und Virstra, 1993; Carpenter et al., 1994). Diese Gruppe von Genen ist 
verstärkt in meristematischen Geweben aktiv; darüberhinaus zeigen sie aber ein 
circadianes Expressionsmuster mit maximalen mRNA-Niveaus jeweils zum Tages-
ende. Außerdem sind sie durch Kältebehandlung induzierbar und im Nukleus 
lokalisiert (Heintzen et al., 1994; Kreps and Simon, 1997). AtGRP7 ist nach neuesten 
Erkenntnissen selbst an der Regulation der Expression von Mitgliedern seiner 
eigenen Genfamilie maßgeblich beteiligt. Man konnte feststellen, dass konstitutive 
Überexpression von AtGRP7 zu einem deutlich veringerten Anteil von vollständiger 
mRNA mit Stop-Codon führte. Dies ist auf einen alternativen „splicing“-Prozess 
zurückzuführen, der durch „überschüssiges“ AtGRP7-Protein während des 
Maximums gesteuert wird, welches an die 3`UTR-Region seiner eigenen mRNA 
bindet und so einen alternativen „splicing“-Prozess hervorruft. Dabei entsteht ein 
weniger stabiles und unvollständiges mRNA-Konstrukt. Als Mechanismus in Wildtyp-
Pflanzen kann man sich vorstellen, dass sich AtGRP7 am Beginn des Zyklus (am 
Abend) anhäuft, woraufhin es zur Bindung an die eigene mRNA und über die 
Förderung des alternativen Spliceprozesses zur verstärkten Bildung nicht-
funktionaler mRNA führt, bis die Proteinniveaus von AtGRP7 wieder soweit sinken, 
dass letztlich wieder ein normaler „splicing“-Prozess die Bildung des funktionalen 
Transkripts und somit wiederum zu gesteigerter AtGRP7-Proteinbildung führt usw. 
(Staiger et al., 2003). AtGRP7 steuert nicht nur seine eigenen mRNA-Niveaus, 
sondern auch die anderer Mitglieder dieser Genfamilie wie zum Beispiel von 
AtGRP8. 
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Im Verlauf dieser Arbeit führten einige der erarbeiteten Daten auch in das 
Themenfeld Blüte und Blüteninduktion. 
 
1.3 Signalwege zur Blüteninduktion 
 
 
Die koordinierte Blüteninduktion ist für Pflanzen in ihrer Umwelt essentiell für eine 
erfolgreiche Fortpflanzung. Einerseits kann ein Austausch genetischer Informationen 
im Rahmen der sexuellen Fortpflanzung nur erfolgreich sein, wenn die Individuen 
einer Art zur gleichen Zeit blühen. Zum anderen muss die Samenbildung und 
Reifung auf die Umweltbedingungen abgestimmt sein, damit die nächste Generation 
eine Chance für ein erfolgreiches Überleben in der natürlichen Umgebung hat. 
Allgemein unterscheidet man zwischen Kurztagpflanzen und Langtagpflanzen. Viele 
Pflanzen blühen ausschließlich (qualitative Kurztagpflanzen) bzw. beschleunigt 
(quantitative Kurztagpflanzen) unter Kurztagbedingungen, wohingegen Langtag-
pflanzen ausschließlich (qualitative Langtagpflanzen) oder bevorzugt (quantitative 
Langtagpflanzen) unter Langtagbedingungen zur Blüte kommen. Daneben gibt es 
auch Tag-neutrale Pflanzen, die unabhängig von der Tageslänge blühen (Taiz and 
Zeiger, 2000). Arabidopsis thaliana ist eine fakultative (oder quantitative) 
Langtagpflanze. Das heißt, sie kommt bevorzugt und deutlich schneller unter 
Langtagbedingungen zur Blüte. Allerdings wird die Blütenbildung, wenn auch mit 
deutlicher Verzögerung und im Unterschied zu strikten (qualitativen) 
Langtagpflanzen, auch unter Kurztagbedingungen induziert. Bei manchen Ökotypen 
von Arabidopsis thaliana tritt diese sogenannte photoperiodische Induktion der 
Blütenbildung erst ein, wenn die Pflanzen eine längere Kälteperiode (Winterphase) 
durchlebt haben. Diesen Prozess bezeichnet man als Vernalisierung. In den letzten 
Jahren konnte man durch Forschungsarbeiten u.a. mit der Modellpflanze Arabidopsis 
thaliana einige der molekularen Mechanismen aufklären, die bei Blüteninduktion 
ablaufen. Hinsichtlich der Blüteninduktion kennt man derzeit drei große Signalwege 
hin zur Blüte:  
a) den photoperiodischen Signalweg 
b) den (nicht-photoperiodischen) autonomen Signalweg  
(hier wird der Vernalisierungssignalweg untergeordnet)  
 
c) den Gibberellinsäure-Signalweg 
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Als erstes werden einige wichtige Komponenten des photoperiodischen Signalwegs 
vorgestellt. Hierunter fasst man Komponenten zusammen, die bei der Perzeption der 
längerwerdenden Tageslänge (bzw. kürzerwerdenden Dunkelphase) und bei der 
darauf folgenden Induktion der Blüte im Langtag involviert sind.  
 
1.3.1 Der photoperiodische Signalweg 
Die wichtigsten, bislang beschriebenen Komponenten dieser von der Photoperiode 
gesteuerten Induktion der Blüte unter Langtagbedingungen in Arabidopis sind 
Constans (CO) und Flowering time (FT). Constans kodiert für einen „Zinkfinger“-
Transkriptionsfaktor der GATA-Familie und Mutationen im CO-Locus führen zu einer 
verspäteten Blüte im Langtag, aber nicht unter Kurztagbedingungen (Putterill et al., 
1995). Im Gegensatz zu den bislang beschriebenen „clock“-assoziierten Genen 
verursachen Mutationen in diesen beiden Genen keine Veränderungen bei 
circadianen oder lichtinduzierten Prozessen. Nach dem derzeitigen Wissensstand 
fördert Constans die Blütenbildung durch direkte Aktivierung von FT („Flowering 
time“). „Flowering time“ fördert seinerseit die Blütenbildung durch die Induktion der 
Photoperiodischer 
Signalweg 
Autonomer 
Signalweg 
Vernalisierung 
Gibberellin-
abhängiger Signalweg
CO 
FT FLC
Vegetative 
Phase 
Reproduktions
-phase 
GA1 
Abbildung 3: Die Signalwege zur Blüteninduktion bei Arabidopsis nach Coupland (2001).  
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Expression von sogenannten „meristem-identity“ Genen wie Leafy und Apetala 1, 
nachdem eine bestimmte FT mRNA-Niveau-Schwelle überschritten wird. In der Folge 
kommt es zur Ausbildung des Sprossapikalmeristems, woraus sich letztlich die Blüte 
entwickelt.  
Den Mechanismus der Wirkungsweise von Constans stellt man sich wie folgt vor: 
Constans selbst ist in seiner Expression insofern durch die circadiane Uhr gesteuert, 
als es sein Maximum im Kurztag (8 bis 10 Stunden Lichtphase) kurz nach Ende der 
Lichtphase in der Dunkelheit hat. Wenn nun infolge der zunehmenden Tageslänge 
der Höhepunkt der Constans-Expression in der Lichtphase liegt, kommt es zu einer 
Aktivierung der Transkriptionsfaktor-Aktivität von Constans und die Expression von 
FT wird forciert (Mouradov et al., 2002). Wie FT dann die Aktivierung der 
Blütenmeristem-Gene bewerkstelligt, ist im Detail noch unklar (Yanovsky and Kay, 
2003).  
 
1.3.2 Der nicht-photoperiodische Signalweg 
Als weiterer wichtiger Indikator für die jahreszeitlichen Veränderungen ist die 
Temperatur sehr wichtig. Sehr viele Pflanzen brauchen neben der veränderten 
Tageslänge zusätzlich eine längere Kältephase, bevor es zu einer Blüteninduktion 
kommen kann. Dieser Prozess wird als Vernalisierung bezeichnet. Schon innerhalb 
der Art Arabidopsis thaliana gibt es eine ganze Reihe von unterschiedlichen 
Ökotypen, die sich hinsichtlich ihrer Reaktion auf eine solche Kältephase 
unterscheiden. Die meisten in den Labors üblicherweise verwendendeten Ökotypen 
Columbia (Col-0), „Landsberg erecta“ (Ler), Wassilewskija (WS) oder Weiningen 
(Wei) brauchen keine Vernalisierungsphase für eine Blühinduktion, wobei schon in 
diesen hier genannten frühblühenden Ökotypen unterschiedliche molekulare 
Mechanismen für den frühen Blühphänotyp vorliegen (dazu später genauer). Ein 
sehr zentraler Faktor hinsichtlich der Blüte ist FLC (Flowering Locus C). FLC kodiert 
für einen MADS-box-Transkriptionsfaktor (Michaelis and Amasino, 1999) und die 
FLC-mRNA Niveaus sind in spätblühenden Arabidopsis Ökotypen wie Pitztal oder 
Stockholm deutlich höher als in frühblühenden Ökotypen wie z.B. Col-0. Wenn 
frühblühende Ökotypen wie Col-0 mit einen 35S::FLC-Konstukt versehen werden, 
kommt es zu einer dramatischen Verzögerung des Blütezeitpunkts (Michaelis and 
Amasino, 1999; Sheldon et al., 2000). FLC ist also ein zentraler Unterdrücker der 
Blütenbildung, welche erst einsetzen kann, wenn die FLC-mRNA-Niveaus z.B. in den 
überwinternden Ökotypen nach einer 4 bis 8-wöchigen Vernalisierungsphase 
1 Einleitung 
___________________________________________________________________ 
 20
deutlich herabgesenkt wurden (Sheldon et al., 2000). Bei spätblühenden 
Akzessionen wie Stockholm und Pitztal ist die Aktivität eines weiteren Gens ganz 
entscheidend für den Blütezeitpunkt, die des Frigida-Gens.  
 
1.3.3 „Frigida“ (FRI) 
Das entsprechende Genprodukt bewirkt in spätblühenden Ökotypen eine Erhöhung 
des FLC mRNA-Niveaus (Michaels and Amasino, 1999) und damit eine 
Unterdrückung der Blühinduktion. Versuche mit flc-Funktionsverlustmutanten 
zeigten, dass für die verspätete Blüte bei spätblühenden Ökotypen ein funktionales 
FLC vorhanden sein muss. Die biochemische Wirkungsweise von FRI ist bislang 
unbekannt, aber eine Untersuchung verschiedener frühblühender Ökotypen von 
Arabidopsis ergab, dass die meisten frühblühenden Arabidopsis-Ökotypen wie zum 
Beispiel „Landsberg erecta“ und Columbia ein nichtfunktionales Allel des FRI-Locus 
trugen, was die frühe Blüte erklärt (Johanson et al., 2000). Weitere Untersuchungen 
ergaben, dass die FRI-Expression nach einer Vernalisierungsphase stark reduziert 
ist und es somit in der Folge einer Vernalisierung über die Reduktion der FRI-
Expression zu niedrigeren FLC-m-RNA-Niveaus kommt. Bei der Reduktion von FLC 
vermutet man einen Einfluss von epigenetischen Prozessen wie der DNA-
Methylierung, seitdem man beobachtete, dass in Methyltransferase-Antisense-
Pflanzen in sonst vernalisierungsbedürftigen Ökotypen eine frühe Blüte hervorrief. 
Die genauere Analyse solcher Linien ergab erwartungsgemäß eine reduzierte FLC 
Genexpression (Finnegan et al., 1998, Sheldon et al., 1999).  
 
1.3.4 Der autonome Signalweg 
Die bislang dem autonomen Signalweg zugeordneten Gene wirken allesamt auf den 
zentralen Repressor FLC ein. Pflanzen mit Mutationen in den Genen FCA, FY, FPA, 
LD, FVE und FLD enthielten deutlich höhere FLC-mRNA-Niveaus als Wildtyp-
Pflanzen (Michaels and Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999). Somit liegt offenbar 
eine FLC- repremierende Funktion bei funktionalen Allelen dieser Gene vor. Diese 
Annahme wurde durch entsprechende Kreuzung der Mutanten in flc-Mutanten 
bestätigt, denn ohne funktionales FLC konnte der Verlust von FCA usw. keine 
verspätete Blüte hervorrufen (Michaels and Amasino, 2001).  
Im Arabidopsis Ökotyp „Landsberg erecta“ (Ler) konnten die fca, fy und fpa Mutanten 
isoliert werden, obwohl „Landsberg“ nur ein sogenanntes schwaches (=„weak“) Allel 
für FLC besitzt. Es ist in seiner kodierenden Sequenz für FLC identisch mit dem 
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Wildtyp-Allel, hat aber im 1. Exon eine 1,1 kb lange Insertion (Michaels et al., 2003), 
welche offenbar zu einer starken Beeinträchtigung der FLC-Funktion in Ler führt. 
Trotzdem kam es in den fca, fy und fpa-Mutanten trotz „Landsberg“-Hintergrund zu 
einem deutlichen Anstieg der FLC-mRNA-Niveaus, was die verspätete Blüte in 
diesen Mutanten erklärt. Eine ld-Mutation hingegen führt in „Landsberg“ nicht zu 
einem Spätblühphänotyp, wohl aber in anderen Ökotypen wie Columbia, was darauf 
hindeutet, dass das Col-0 FLC-Allel auf die Mutation in LD anspricht, aber nicht das 
Ler FLC-Allel (Koorneef et al., 1994; Lee et al., 1994). 
 
1.3.5 Der Gibberellinsäure-Signalweg 
Schon sehr lange ist bekannt, dass Gibberellinsäure (GA) in Pflanzen eine die 
Blütenbildung fördernde Wirkung hat (Lang, 1965). Die blüteninduzierende Wirkung 
von GA ist sowohl im Langtag als auch besonders deutlich bei nichtinduzierenden 
Bedingungen (Kurztag bzw. nicht-vernalisierten überwinternden Ökotypen). Pflanzen 
mit einem Defekt im GA1-Gen haben einen Defekt in der Gibberellinsäure-Synthese 
und blühen mit deutlicher Verspätung. Die gai-Mutante ist insensitiv gegenüber der 
Behandlung mit GA und zeigt ebenfalls eine verspätete Blüte (Koorneef and van der 
Veen, 1980; Koorneef et al., 1985). Bei der Charakterisierung dieser Linien kam man 
zu der Erkenntnis, dass ga1-Pflanzen unter Kurztagbedingungen überhaupt nicht zur 
Blüte kommen und gai-Pflanzen erst extrem spät. Eine Mutante, die eine Mutation im 
SPINDLY (SPY)-Gen aufwies und auf Grund dieser Mutation konstitutiv hohe GA-
Niveaus hatte, blühte hingegen früh, was ebenfalls auf eine Rolle der GA bei der 
Blühinduktion hindeutete (Jacobsen and Olxzewski, 1993). Exogene Gibberellinsäure 
ist in der Lage, die Blütenbildung bei verschiedensten spätblühenden Mutanten zu 
fördern. Zudem waren Mutationen in der GA-Synthese sowie deren Perzeption stark 
interaktiv zu allen die Blüte fördernden Mutationen, insbesondere zu den Mutationen, 
die die photoperiodische Induktion der Blüte bedingten (Putterill et al., 1995, Simpson 
et al., 1999). Somit scheint der GA-Signalweg ein zusätzlicher Signalweg zur Blüte 
zu sein, der parallel zum photoperiodischen Signalweg und zum autonomen 
Signalweg existiert (van Nocker, 2001).  
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1.4 Zielstellung des Projekts 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Gene zu identifizieren und zu 
charakterisieren, die im Laufe der Signalkaskade von der Erkennung des Pathogens 
durch die Pflanze bis hin zu den physiologischen Reaktionen der Pflanze aktiviert 
werden. Das hier zugrundeliegende Pathosystem war Arabidopsis thaliana versus 
Pseudomonas syringae pv. tomato. Als Grundlage der Arbeit dienten Daten, die 
unter Verwendung dieses Pathosystems, nämlich mit der Pflanze A. thaliana Ökotyp 
Columbia und dem Bakterium P. syringae pv. tomato mit dem Resistenzgen avrRPT2 
mit Hilfe eines cDNA „microarrays“ gewonnen worden waren. 
Die cDNA „microarray“-Technologie ist eine Technologie, die Mitte bis Ende der 90er 
Jahre entwickelt und verfeinert wurde und es ermöglichte, in einem Experiment eine 
Vielzahl von Genen zu untersuchen. In dem hier verwendeten cDNA-„microarray“ 
wurde die Veränderung der Genexpression von mehr als 13.000 verschiedenen 
ESTs  aus  A. thaliana erfasst. ESTs sind über eine reverse Transkriptase synthe-
tisierte cDNAs, die in cDNA-Banken archiviert und ansequenziert worden sind. Da 
diese cDNAs fast ausschließlich kodierende Abschnitte des jeweiligen Genoms 
repräsentieren, werden sie als EST = „expressed sequence tags“ bezeichnet. 
Zugrunde lag ein Versuch, bei dem zunächst die Expression dieser 13.000 ESTs von 
mit der Kontrolllösung MgCl2–behandelten Pflanzen zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach der Inokulation analysiert wurde. Dann wurde die Expression derselben ESTs 
bei parallel mit avirulenten P. syringae pv. tomato behandelten Pflanzen zu 
denselben Zeitpunkten nach Inokulation analysiert und schließlich nach ESTs 
gesucht, die eine veränderte Expression aufwiesen. Eine differentielle Expression 
war je nach Zeitpunkt nach Inokulation bei bis zu 1000 verschiedenen ESTs 
feststellbar (Scheideler et al., 2001). 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Laborgeräte  
Autoklav 
Tecnoclav       Integra Biosience, Fernwald 
 
Elektroporationsapparatur  
MicropulserTM         BioRad Lab. GmbH, München 
 
Gelelektrophorese-System 
Power Supply PPS 200-1D    MWG-Biotech, Ebersberg 
Elektrophoresekammern     MWG-Biotech, Ebersberg 
 
Inkubationsschüttler     Gallenkamp 
 
Kameras 
Polaroid MP4+      Polaroid, Offenbach 
7000 AF       Minolta, Langenhagen 
 
Mikroskope 
Leica DM RBE mit Photoautomat Leica MPS28 Leica, Wetzlar 
Zeiss, Modell 466300-9901    Zeiss, Jena 
 
pH-Meter 
MP 220 pH Meter      Mettler, Gießen 
 
PCR-Cycler: 
Peltier Thermal Cycler PTC-200    Biozym, Hess. Oldenburg 
 
Photometer 
Beckman DU 7500 mit Epson FX-850 Drucker  Beckman, München 
Uvikon 860 mit Plotter 800    Kontron, Düsseldorf 
 
Ultraschallhomogenisator  
Labsonic U       Braun, Melsungen 
 
Transilluminator 
Modell LM-20E      Upland, CA, U.S.A. 
 
UV-Crosslinker      
Modell RPN 2500/250     Amersham Life Science 
 
Waagen  
Mettler P160N, P1200     Mettler, Gießen 
Mettler PC 440      Mettler, Gießen 
Sartorius 2357      Sartorius, Göttingen 
Sartorius Basic      Sartorius, Göttingen 
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Wachstumsschränke 
Sanyo MLR-350      Sanyo, Japan 
 
Zentrifugen 
Sorvall RC2-B      Sorvall, Bad Homburg 
Rotoren: SS-34 und GSA 
Beckman J-21C      Beckman, München 
Rotor: JA-21 
Megafuge 1.OR      Heraeus Sepatech, Osterode 
Eppendorf 5415 C      Eppendorf, Oldenburg 
Sigma 1 K15 
Speed Vac SC110      Savant 
 
Alle weiteren nicht näher bezeichneten Geräte entsprachen dem üblichen 
Laborstandard. 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Antibiotika 
Ampilcillin       Sigma, Deisenhofen 
Cycloheximid      Sigma, Deisenhofen 
Gentamycin       Sigma, Deisenhofen 
Kanamycin       Sigma, Deisenhofen 
Rifampicin       Sigma, Deisenhofen 
Spectinomycin      Sigma, Deisenhofen 
Tetracyclin       Boehringer, Mannheim 
 
Antikörper 
Anti-Rabbit (alkalische Phosphatase)   Sigma, Deisenhofen 
Anti-Rabbit (Peroxidase)     Sigma, Deisenhofen 
 
Dialysemembran 
Spectral Por CE (Cellulose Ester) Membran   Laboratories Spectrum, USA  
MWCO 5000 
 
Enzyme  
Ribonuklease A      Boehringer, Mannheim 
Restriktionsenzyme      Boehringer, Mannheim 
        Promega, Mannheim 
        MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
T4-DNA-Ligase MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
Taq-DNA-Polymerase (recombinant) MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
 
Hybridisierungen, Exposition 
Porablot NY plus, 0.45 µM Porenweite, 
positiviert       Macherey-Nagel, Düren 
 
Kits  
DecaLabelTM DNA Labelling Kit    MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
Nucleo Spin 2 in 1 Kit     Macherey-Nagel, Düren 
Nucleo Spin ® RNA Plant      Macherey-Nagel, Düren 
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M-PVA Odt2 Magnetbeads     Chemagen, Baesweiler 
Plasmid quick pure ®     Macherey-Nagel, Düren 
qPCRTM Core Kit for SYBR ®  Green I   Eurogentec, Seraing (BE)  
Qiaex II Gel Extraction Kit     Qiagen, Hilden 
Random Prime ®  labeling Kit     MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
Red Taq TM ReadyMix TM PCR Reaction Mix   Sigma, Taufkirchen 
RevertAidTM H Minus First strand cDNA   
Synthesis Kit MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
Strip – EZ TM DNA labeling Kit Ambion, Austin (Texas / USA) 
SuperSignal West Femto      Pierce, Rockford (Illinois, USA) 
TALON TM Metal Affinity Resins     Clontech, Heidelberg 
Wizard  ®  Plus SV Minipreps    Promega, Mannheim 
 
Pflanzenanzucht und –kultivierung 
 
Einheitserde ED 73      Werkverband e. V. 
Einheitserde VM      Werkverband e. V. 
 
Radiochemikalien 
[-32P]-dCTP       Hartmann, Braunschweig 
 
DNA- / RNA-Marker 
1 kb-Ladder        MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
100 bp Ladder       MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
RNA –ladder       MBI, Fermentas, St. Leon-Rot 
 
Primer oligos  
oligo Name Sequenz 
PCC1_for_BamHI AAG GAT CCA GAA TGA ATC AAT CCG CGC 
PCC1_rev_SalI AAA AAG TCG ACC TCT GAT GTA CAG AGG CTG G 
PCC1_rev_Stop_SalI AAA AAG TCG ACT TAC TCT GAT GTA CAG AGG C 
PCC1qRT_PCR F TTT CCG TGC AAA AAC CTT CAG A 
PCC1qRT_PCR R ATA CGC CGC AGC AGA AGA TAC A 
PCC1_3`UTR_F TCA GCA TGA TGA GAC AGA AGT CGT 
PCC1 3`UTR R GAA ACA AAA TAC ACG AAG CAA ATG A 
Actin2_for GGT AAC ATT GTG CTC AGT GGT GG 
Actin2_rev GGT GCA ACG ACC TTA ATC TTC AT 
AtGRP7_for AGA GCT CTT GAG ACT GCC TTC G 
AtGRP7_rev GAA CAT TCA TTG GTA ATC CC 
CCA1_rev CGG TAA TGA GCA AGG ACC TC 
CCA1_for GAA GAT CGA GCC TTT GAT GC 
FLC309-331_for GCT TGT GGG ATC AAA TGT CAA A 
FLC583-561_rev GTA GTG GGA GAG TCA CCG GAA G 
Primer für die Klonierung des "silencing"-Konstrukts 
PCC1sil_XhoI TTT CTC GAG TAA GGT AGG TCT GTC CGT GAG TTG 
PCC1sil_BamHI TTT GGA TCC GCG CGG ATT GAT TCA TTC TGA TT  
PCC1sil_EcoRI TTT GAA TTC GCG CGG ATT GAT TCA TTC TGA TT 
PCC1sil_SpeI TTT ACT AGT TAA GGT AGG TCT GTC CGT GAG TTG 
 
 
Tabelle 1: Liste der im Rahmen der Promotionsarbeit verwendeten Primer-Oligos 
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2.1.3 Biologisches Material  
2.1.3.1 Bakterienstämme:  
Agrobacterium tumefaciens 
 
GV3101 SOD 7 (sense) pBI121 
GV3101 SOD 8 (antisense) pBI121 
 
Pseudomonas syringae pv. tomato 
 
ES4326/ pABL18   pABL18; RifR , TetR   
ES4326/ avrRpt2   pABL18 mit avrRpt2 ; RifR , TetR 
 
Pseudomonas syringae pv. maculicola 
 
DC3000/pCR105   pCR105;  KanR, RifR    
DC3000/avrRpm1   pCR105 mit avrRpm1; KanR, RifR  
     
Hyaloperonospora parasitica-Isolate 
 
NOCO 
WELA 
 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
 
diverse Ökotypen und Mutanten, siehe 2.2.1.1 
 
2.1.3.2 Plasmide 
 
pGem-Teasy       Promega, Mannheim 
pET29a(+)       Novagen, Madison/ WI (USA) 
pCHF1        Jarvis et al. (1998) 
pGIN AB       Hausmann et al. (1999)  
pLH9000        Hausmann et al. (1999) 
pJawohl3-RNAi      Ülker et al. (2001) 
 
2.2 Methoden 
 
 2.2.1 Die Organismen und ihre Handhabung 
Der Infektionsverlauf sowie die nachfolgenden Reaktionen in den Pathosystemen 
Arabidopsis thaliana / Pseudomonas syringae pv. maculicola - bzw. Hyaloperono-
spora parasitica – sind stark von Umwelteinflüssen beeinflusst. Aus diesem Grund 
sind standardisierte Anzucht-, Inokulations- und Inkubationsbedingungen von 
wesentlicher  Bedeutung. 
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2.2.1.1 Pflanzenmaterial 
Als Versuchspflanzen standen die Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Ökotypen 
Columbia (Col-0) und „Landsberg erecta“ (Ler) zur Verfügung. Weiterhin wurden die 
unten aufgeführten transgenen Pflanzen und Mutanten für Experimente verwendet. 
 
NahG:    (Expression des bakteriellen Enzyms Salicylsäurehydroxylase, Delaney et al., 
1994) 
rps2: R gene-mutant, funct. RPS2 confers resistance to a single pathogen via its 
avrRpt2 gene (Axtell et al., 2001) 
npr1   nonexpressor of PR genes (Cao et al., 1994) 
 
eds1   enhanced disease susceptibility (Parker et al., 1996) 
 
ndr1   nonrace-specific disease resistance (Century, Holub and Staskawicz, 1995) 
 
ein2   ethylene insensitive 2 (Guzmán and Ecker, 1990) 
 
flc3   flowering locus c3 (Michaels and Amasino, 1999) 
 
pad4   phytoalexin-deficient (Glazebrook, 1997) 
 
2.2.1.2 Pflanzenanzucht 
Ausaat erfolgte durch Ausstreuen von 50 bis 100 Arabidopsis Samen auf 
befeuchteter  Aussaaterde, woraufhin die Samen anschließend für 1 - 2 Tage bei 4 
°C inkubiert (Synchronisation) wurden. Anschließend wurde das Saatgut bei hoher 
Luftfeuchtigkeit (ca. 80 %) zur Keimung gebracht. Nach 2 bis 3 Tagen erfolgte die 
weitere Anzucht in der Phytokammer unter den unten genannten Standard-
Anzuchtbedingungen. Zwei bis drei Wochen nach der Aussaat wurden die Keimlinge 
vereinzelt und bei mäßiger Bodenfeuchtigkeit unter Kurztagbedingungen angezogen. 
Zur Blühinduktion wurden die Pflanzen nach dem Pikieren unter 
Langtagbedingungen bzw. Dauerlichtbedingungen inkubiert. 
Aussaaterde = Pikiererde:  
2/3 VM-Erde, 1/3 Sand 
Standard-Anzuchtbedingungen: 
Temperatur   22 °C tags / 22 °C nachts 
Kurztagbedingungen  8 h Licht, 16 h Dunkelheit 
Langtagbedingungen  9 h Licht, 15 h Dunkelheit 
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Halogenmetalldampflampen MT 400 DL/BM bzw. Neonröhren TLD 58W 865 (Philips) und L58W /77 
Fluora  
Lichtintensität: ca. 100 µE PAR  
 
2.2.1.3 Sterile Anzucht und Selektion von Arabidopsis Pflanzen  
Nach ca. 10-minütiger Sterilisation der Samen in 70%igem Ethanol und 
anschließender zweimaliger Waschung in 100 %igem Ethanol erfolgte die Trocknung 
der Samen unter der Sterilbank auf sterilem Filterpapier in Petrischalen. Die so 
oberflächensterilisierten Samen wurden auf MS-Medium mit entsprechenden 
Antibiotika (Gent50 / Kan50) zur Keimung gebracht.  
Agarplatten: 
MS 
0.8 % (w/v) Agar Agar 
H2O bidest. 
Antibiotika, Konzentrationen 
70 mg l-1  Gentamycin (entspricht ca 50 mg l-1aktiver Substanz) 
50 mg l-1  Kanamycin 
 
2.2.1.4 Kultivierung von Bakterien 
Anzucht von E. coli erfolgte in LB bei 37 °C, im Falle von A. tumefaciens in YEP bei 
28 °C . Ebenfalls bei 28 °C wurden P. syringae pv. tomato und pv. maculicola in 
King´s B Medium angezogen. Flüssigkulturen wurden jeweils bei 220 bis 250 rpm im 
Schüttler kultiviert. 
LB-Medium   YEP-Medium   King`s B Medium 
1,0 % (w/v) Trypton  0,5 % (w/v) Saccharose  2,0 % (w/v) Proteose Pepton 
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) Pepton  1,5 % (w/v) Glycerin 
1,0 % (w/v) NaCl  0,5 % (w/v) Fleischextrakt 0,1 % (w/v) K2HPO4 
pH 7,5     0,1 % (w/v) Hefe-Extrakt 0,1 % (w/v) MgSO4 
    2 mM MgSO4   pH 7,5 
    pH 7,2 
 
bei Festmedien jeweils zusätzlich 
1.5 % (w/v) Agar 
 
Antibiotika optional: 
50 mg l-1 Rifampicin 
30 mg l-1 Kanamycin 
50 mg l-1 Cycloheximid 
 
 
 
 
 
2 Material und Methoden 
___________________________________________________________________ 
 29
2.2.1.5 Pseudomonas syringae Stämme 
Für die Versuche wurden folgende Bakterienstämme verwendet: 
Abkürzung Name Vektor, Antibiotika- 
 resistenzen 
Pst pABL18 P. syringae pv. tomato ES4326/ pABL18 pABL18 ; Rifampicin,  
   Tetracyclin 
Pst RPT2  P. syringae pv. tomato ES4326/ pABL18 pABL18 /avrRPS2;  
    Rifampicin, Tetracyclin 
 
Psm DC3000/pCR105 P. syringae pv. maculicola DC3000/pCR105 pCR105; Kanamycin, 
 Rifampicin 
Psm DC3000/avrRPM1 P. syringae pv. maculicola DC3000/avrRPM1 pCR105/avrRPM1,  
 Kanamycin, Rifampicin 
 
2.2.1.6 Kultivierung von Pseudomonas syringae pv. maculicola  
Die Lagerung von Stammkulturen der Pseudomonas- Stämme erfolgte bei –80 °C in 
flüssigem King`s B Medium mit 25 % (w/v) Glycerin. Für die Inokulation von 
Flüssigkulturen wurden zuvor Aliquots der Stammkulturen auf King`s B-Agar mit 
Rifampicin, Kanamycin und Cycloheximid ausgestrichen und die Agarplatten dann für 
48 h bei 28 °C inkubiert. Die Agarplatten mit den Pseudomonaden konnten dann bis 
zu 14 Tage bei 4 °C gelagert werden. 
Für Infiltrationsversuche wurde die Pseudomonaden über Nacht in King´s B-
Flüssigmedium bei 28 °C und 250 rpm kultiviert, am folgenden Tag bei 5000 rpm 15 
Minuten lang pelletiert und in 10 mM MgCl2-Lösung resuspendiert und anschließend 
in entsprechenden Infiltrationsexperimenten verwendet. 
 
2.2.1.7 Hyaloperonospora parasitica Isolate 
Als Pathogene standen die Hyaloperonospora parasitica (falscher Mehltau) Isolate 
WELA und NOCO zur Verfügung. Die Isolate besitzen zu den Arabidopsis Ökotypen 
unterschiedliche Kompatibilitäten. 
Ökotyp            Hyaloperonospora parasitica Isolat 
 WELA NOCO 
Col-0 A V 
Ler-0 V A 
 
Tabelle 2: Kompatibilitätsmuster der verwendeten Pathosysteme (V, virulent, kompatible Interaktion; 
A, avirulent, inkompatible Interaktion). 
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2.2.1.8 Kultivierung und Infektion von Hyaloperonospora parasitica 
Beim Oomyceten Hyaloperonospora parasitica handelt es sich um ein obligat 
biotrophes Pathogen und als solches musste dieses auf entsprechend suszeptiblen 
Arabidopsis Pflanzen kultiviert werden. Die Kultivierung der infizierten Arabidopsis 
Pflanzen erfolgte bei einer Temperatur von 18,5 °C tags und 16,5 °C nachts mit einer 
Photoperiode von 9 h in einem Wachstumsschrank (Sanyo MLR-350). In wöchent-
lichem Rhythmus wurden Blätter mit hoher Konidiophorendichte geerntet, die Sporen 
in Wasser ausgeschüttelt und durch Aufsprühen auf frische Pflanzen übertragen. 
Die Sporulation der Oomyceten wurde durch Inkubation der inokulierten Pflanzen 
unter hoher Luftfeuchtigkeit (80%) unterstützt. Das Inokulum (Konidiosporen-suspen-
sion in Wasser) wurde auf die Blätter der Arabidopsis Pflanzen gesprüht, bis diese 
gleichmäßig benetzt waren. Nach der Inokulation wurden die Pflanzen eine Woche 
lang in einem Wachstumsschrank (Sanyo MLR-350) bei einer Temperatur von 18,5 
°C tags und 16,5 °C nachts mit einer Photoperiode von 9 h kultiviert. Durch 
Untersuchung der Blätter auf Konidiophoren wurde die Anfälligkeit der 
transformierten Linien im Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Zudem wurde das 
Wachstum der Hyphen in den Blättern mikroskopisch bestimmt und dokumentiert. 
 
2.2.2 Versuchsdurchführung mit Arabidopsis thaliana Pflanzen 
2.2.2.1 Infiltration von Arabidopsis Rosettenblättern mit Pseudomonas 
syringae pv. tomato bzw. pv. maculicola  
Für Infiltrationsexperimente wurden fünf Wochen alte Arabidopsis Pflanzen 
verwendet. Zu infiltrierende Blätter wurden mit blauem Edding-Marker markiert und 
die Pflanzen vor Infiltration mindestens 30 min bei hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
Diese Prozedur erleichterte die Infiltration der Bakteriensuspension, da Arabidopsis 
Pflanzen bei hoher Luftfeuchte die Stomata öffnen. Die Infiltration der Pflanzen 
erfolgte nach der von Debener et al. (1991) beschriebenen Methode mit einer 1 ml 
Einwegspritze ohne Kanüle. Bei den Experimenten wurden je nach Versuch 
Bakterienkonzentrationen von 1x 105 cfu ml-1 bis zu 5x 107 cfu ml-1 verwendet. Die 
Zelldichte wurde mit Hilfe eines Photometers über die optische Dichte eingestellt 
(Dangl et al., 1992). Im Anschluss an die Inokulation wurden die Pflanzen unter 
Standardkurztagbedingungen weiterkultiviert. Zu definierten Zeitpunkten nach 
Infiltration erfolgte die Ernte des infiltrierten Blattmaterials, welches nach kurzer 
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Schockfrierung in flüssigem Stickstoff bis zur Arbarbeitung bei – 80 °C gelagert 
wurde. 
 
2.2.2.2 Reisolation von Pseudomonas syringae pv. tomato und Pseudomonas 
syringae pv. maculicola aus dem Blattgewebe 
Für die Reisolation wurden die Arabidopsis Pflanzen zunächst auf den zu 
inokulierenden Rosettenblättern auf der Petiole (= Blattstiel) mit einem blauen Ed-
ding-Stift markiert. Infiltriert wurde ein relativ niedriger Titer von 5x 105 cfu ml-1. Aus 
diesen infiltrierten Blättern werden zum Zeitpunkt t=72 Stunden die Bakterien wieder 
isoliert, indem aus den infiltrierten Blättern 9 Blattscheibchen pro Variante 
ausgestochen und anschließend mit einem "Bohrer" in 240 µl 10 mM MgCl2 
homogenisiert werden. Diese Homogenate wurden in  Verdünnungen von 1:100 bis 
1:50.000 im Doppelansatz auf King´s B-Platten ausgebracht. Im Falle der P. syringae 
pv. tomato-Reisolation enthielt dieser Agar Rif50, Tet10 und im Falle der 
Pseudomonas syringae pv. maculicola - Infektion war Kan50 Gent25 enthalten. Nach 
einer Inkubation der Platten bei 28°C für 72 h wurden die Kolonien ausgezählt und 
entsprechend der Verdünnung auf cfu pro Blattscheibchen umgerechnet.  
 
2.2.2.3 In planta-Wachstum von Hyaloperonospora parasitica 
Der Grad der Infektion bzw. die Ausbildung der Resistenz wurde bei der 
Hyaloperonospora - Infektion anhand des Wachstums der Hyphen in den 
Arabidopsis Blättern bestimmt. 
Eine kompatible Interaktion ist durch ungehindertes, interzelluläres Hyphenwachstum 
in der Pflanze gekennzeichnet, wobei  Hyaoloperonospora parasitica viele 
Haustorien entlang der Hyphen ausbildet. Im Falle der kompatiblen Interaktion 
bildeten sich eine Woche nach der Infektion verzweigte Konidiophoren, die meist aus 
den Stomata herauswuchsen. Diese Konidiosporenträger und die Sporen waren als 
weißer Belag auf der Pflanze erkennbar. Eine inkompatible Interaktion ist durch das 
Fehlen von Konidiophoren und durch Gewebenekrosen (HR) der durch den Oomycet 
penetrierten Zellen gekennzeichnet. 
 
2.2.2.4 Zeitreihen in Licht-/ Dunkelbedingungen 
Bei den Analysen zur Gen-Expression unter Licht-Dunkelbedingungen wurden die 
Pflanzen unter den genannten Standardbedingungen (siehe 2.2.1.2 
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Pflanzenanzucht) in der Phytokammer gehalten. Den Versuchen ging ein mindestens 
10tägiges “Entrainment” voraus. In dieser Zeit stellt sich die innere Uhr auf die 
gegebenen Bedingungen ein. Bei den Licht-/Licht-Versuchen wurden die Pflanzen 
unmittelbar vor Versuchsbeginn aus dem vorherigen “entrainment”-Lichtschrank in 
den 24 h Dauerlichtschrank überführt. Danach wurden die Pflanzen alle 4 Stunden 
beprobt, das heißt, Blattmaterial wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur 
Aufbereitung im –80 ° Gefrierschrank gelagert. 
  
2.2.3 Histologische Methoden 
2.2.3.1 Färbung von Arabidopsis Blättern mit Lactophenol-Trypanblau 
Die Färbemethode mit Lactophenol-Trypanblau ermöglicht es, den Infektionsverlauf 
von Hyaloperonospora parasitica in infizierten Arabidopsis Pflanzen zu verfolgen. 
Darüberhinaus können Wirtsreaktionen auf den Pathogenbefall beobachtet werden 
(nekrotische Zellen). Arabidopsis Blätter wurden 1 - 2 Minuten in einer alkoholischen 
Lactophenol-Trypanblau-Lösung gekocht und dann mindestens 1 h lang bei RT in 
der gleichen Lösung inkubiert. Die Entfärbung der Blätter erfolgte mit einer 
Chloralhydratlösung. Bis zur Mikroskopie wurden die Blätter dann in 50 %igem 
Glycerin aufbewahrt. 
Lactophenol-Trypanblau-Lösung: 
10 g Phenol   
20 mg Trypanblau  
10 ml Milchsäure  
10 ml Glycerol   
10 ml H2O bidest.  
(95% Ethanol : Lactophenol-Trypanblau-Lösung, 2:1) 
 
Chloralhydratlösung: 
50 g Chloralhydrat  
20 ml H2O bidest.  
 
 
2.2.3.2 GUS-Färbung nach Blasquez (Blasquez et al., 1997) 
Das zu färbende Pflanzengewebe wurde 15 min lang in 95% eiskalten Aceton 
vorfixiert. Anschließend wurde das Aceton vom Gewebe entfernt und mit Aqua bidest 
gespült. Dann wurde das Gewebe in der X-Gluc-Färbelösung inkubiert und die so 
präparierten Proben für ca. 10 bis 30 min unter Vakuum gesetzt. Anschließend 
wurden die Proben über Nacht in 37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die 
Färbelösung entfernt und die Probe zunächst für 30 min in 40 %igem Ethanol, 
anschließend für 30 min in FAA-Lösung inkubiert. Letztlich erfolgte eine Waschung 
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mit 70 %igem EtOH und die Aufnahme der Pflanzen- / Gewebeproben mit Hilfe einer 
Digitalkamera. 
 
X-Gluc-Färbelösung: 
50 mM Natrium Phosphat pH 7,0 
0,2 % Triton X-100 
3 mM Kahexacyanoferrat II 
3 mM Kahexacyanoferrat III 
20 % Methanol 
 
Stock-Lösungen: 
100 mM Ferrocyanid (Kahexacyanoferrat II) in Wasser (unter Lichtausschluss lagern) 
100 mM Ferricyanid (Kahexacyanoferrat III) in Wasser (unter Lichtausschluss lagern) 
100 mM X-Gluc in Dimethylformamid (bei – 20 °C unter Lichtausschluß lagern) 
10 % Triton X-100 
500 mM Natriumphosphat Puffer, pH 7,0 
 
FAA-Lösung 
50 % EtOh  
10 % Eisessig 
5 % Formaledehyd 
ad Aqua bidest 
 
2.2.3.3 Mikroskopie und Dokumentation 
Die mikroskopische Auswertung des mit Hyaloperonospora parasitica infizierten 
Blattmaterials erfolgte an Mikroskopen der Fa. Leica (Leica DM RBE mit Photo-
automat Leica MPS28) und der Firma Zeiss (Zeiss, Modell 466300-9901). Die 
fotografische Darstellung mikroskopischer Präparate erfolgte mit Hilfe einer dem 
Mikroskop aufgesetzten Kamera mit separater Belichtungseinrichtung. Als Film-
material dienten Ektachrom 64 T Kunstlichtdiafilme der Firma Kodak. 
 
2.2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.2.4.1 Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial 
Die Isolierung von DNA aus Blättern z.B. für die Gewinnung von DNA als Matrize für 
die PCR-Reaktionen erfolgte mittels Phenol/Chloroform-Extraktion. Das Blattmaterial 
(ca. 1g bis 2 g) wurde zunächst in Stickstoff homogenisiert. Das pulverisierte 
Pflanzenmaterial wurde in Eppendorfgefäße mit jeweils 700 µl Extraktionspuffer 
überführt, bei Raumtemperatur gemischt und anschließend auf Eis gestellt. Nach 
Zugabe von 700 µl Phenol/Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) und Mischen erfolgte 
die Phasentrennung durch 5minütige Zentrifugation (12.000 rpm) bei 4°C. Die 
oberen, wässrigen Phasen wurden in neue Eppendorfgefäße überführt, mit 700 µl 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und 1 min gevortext. Die Phasentrennung 
erfolgte wiederum durch Zentrifugation (5 min, 15.000 rpm, 4°C). Die oberen 
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wässrigen Phasen wurden in neue Eppendorfgefäße überführt und mit 1/10 Volumen 
3M Natriumacetat und 2 Volumen 100%igem Ethanol versetzt. Die Präzipitation 
erfolgte über Nacht bei –20°C. 
Am darauffolgenden Tag wurde die DNA abzentrifugiert (10 min, 15.000 rpm, 4 °C), 
die Pellets in 550 µl 1x TE-Puffer gelöst und anschließend in einem Eppendorfgefäß 
vereinigt. Nach Zugabe von 5 µl RNaseA (10mg/ml) erfolgte eine einstündige 
Inkubation bei 37°C. Daran schlossen sich wieder eine Extraktion mit 200 µl 
Phenol/Chloroform und weitere Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktionen an, bis keine 
Interphase mehr sichtbar war. Die DNA aus der oberen, wässrigen Phase wurde mit 
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumen 100%igem Ethanol gefällt und 
anschließend in ca. 30 µl TE-Puffer aufgenommen. Die Aufbewahrung der DNA 
erfolgte bei –20°C.  
DNA-Extraktionspuffer:    TE-Puffer: 
100mM Tris-HCl pH 8,5     10mM Tris-HCl pH 8,0 
100mM NaCl      1mM EDTA pH 8,0 
10mM EDTA pH 8,0 
2% (w/v) SDS 
 
Natriumacetatlösung: 
3M Natriumacetat pH 5,2 
 
2.2.4.2 Plasmid-Mini-Präparation 
Bei der Plasmid-Minipräparation wird die Plasmid-DNA der Escherichia coli-Bakterien 
isoliert. Dies ist erforderlich, um die Plasmide z.B. über einen Verdau mit 
Restriktionsenzymen zu überprüfen bzw. dieses Plasmid in andere Organismen wie 
zum Beipiel im Fall des pCHF1-Vektors (siehe Abschnitt 2.2.4.21) in Agrobacterium 
tumefaciens zu transformieren. Für die Plasmid-Präparation wurde in den meisten 
Fällen Kits wie das Wizard  ®  Plus SV Miniprep-Kit von Promega oder das Macherey-
Nagel Plasmid quick pure ®-Kit entsprechend den beigefügten Anleitungen 
verwendet. Die Systeme beruhen auf einer Zelllyse im Zelllysepuffer und der  
Verwendung von DNA-bindenden Säulchen, die die Plasmid-DNA binden und nach 
einigen Waschschritten erfolgt letztlich die Elution der aufgereinigten Plasmid-DNA. 
Ein Vorteil dieser Methode liegt in der Tatsache, dass die bakterielle RNA bei dieser 
Präparation elemeniert wird und die Plasmid-DNA sehr sauber aufgereinigt wird (frei 
von DNAsen etc.). 
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2.2.4.3 Restriktionsverdaus der genomischen DNA bzw. Plasmid-DNA 
Restriktionsendonucleasen bzw. Restriktionsenzyme sind eine Klasse von 
bakteriellen Enzymen, die in beiden Strängen eines DNA-Moleküls innerhalb 
spezifischer Basensequenzen Phosphodiester-Bindungen spalten. Die biologische 
Funktion dieser Enzyme ist die Spaltung von fremden, in eine Bakterienzelle durch 
Virusinfektion oder Plasmidübertragung eingedrungenen, doppelsträngigen DNA-
Molekülen. Die eigene DNA ist durch Methylierung geschützt. Die Restriktion der 
genomischen DNA mit diversen Restriktionsenzymen erfolgte durch Inkubation von 5 
-10 µg DNA je Probe mit 10 units Enzym pro µg DNA über Nacht bei einer 
Temperatur von 37 °C. Bis zur weiteren Verarbeitung (gelelektrophoretische 
Auftrennung, s. Pos. 2.2.7.7) wurde die restringierte DNA bei –20 °C gelagert. 
 
2.2.4.4 Klonierung der Plasmide  
pET29a-Vektor 
Bei dem pET29a-Vektor handelt es sich um einen Expressionsvektor. Das Konstrukt 
wird zwischen einem N-teminalen S-Tag ® (mit Thrombin-Schnittstelle) und einem 
optionalen His-Tag ® transformiert. Diese beiden Tags ermöglichen eine 
Aufreinigung des in Bakterien (Escherichia coli) überexprimierten Proteins. Hierzu 
wurde das mit Hilfe der Primer „PCC1_for_BamHI“ und „PCC1_rev_SalI“ amplifizierte 
Konstrukt über die in den Primern befindlichen Schnittstellen in den pET29-Vektor 
kloniert. Nach Überprüfung der Sequenzen erfolgte die Transformation in den E. coli-
Stamm BL21 (Siehe 2.2.4.5). Als Selektionsmarker wurde ein Kanamycin-Resistenz-
Gen integriert. Die bakterielle Expression wird über IPTG (strukturelles künstliches 
Lactose-Analog) über eine lac-Operon-Einheit gesteuert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 Material und Methoden 
___________________________________________________________________ 
 36
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Klonierung der kodierenden Sequenz von PCC1 in den pCHF1-Vektor  
Um Hinweise über die Funktion eines unbekannten Gens zu erhalten, bietet es sich 
an, das entsprechende Gen über den CaMV („Cauliflower Mosaic Virus“) 35S-
Promotor in Arabidopsis zu exprimieren. Dies führt sehr zuverlässig zu einer 
konstitutiv starken Expression der entsprechend überexprimierten Gene. 
Der binäre Vektor pCHF1 beruht auf dem Grundgerüst des pPZP221 (Hajdukiewicz 
et al., 1994) und enthält den CaMV 35S::Promotor, einen RBCS-Terminator aus der 
Erbse, und eine Gentamicin-Resistenz für die Selektion in Pflanzen. Für die 
Selektion auf bakterieller Ebene vermittelt der Vektor eine Spectinomycin-Resistenz. 
Das PCC1-Gen wurde über die BamHI und die SalI-Schnittstellen hineinkloniert. 
Zunächst wurde das Konstrukt in E. coli Zellen transformiert (Elektoporation) und 
nach Überprüfung des Inserts wurde das pCHF1-PCC1-Konstrukt in den 
Agrobakterienstamm GV3101 (pMP90RK) für die Arabidopsis-Blütentransformation 
elektroporiert. 
 
 
Abbildung 4: Vektorkarte des pET29a-Vektors. 
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pGIN AB-Vektor  
Dieser Vektor enthält das GUS-Gen (für die ß-Glucuronidase aus E. coli) mit Intron 
und einen NOS-Terminator (Terminator des Nopalin-Synthase Gens (NOS) aus dem 
Agrobacterium tumefaciens). Er wird dazu verwendet, das gewünschte (Pflanzen-) 
Promotor-Konstrukt mit dem Zeiger-Gen „ß-Glucuronidase“ zu verbinden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Vektorskizze des pGINAB-Vektors 
Abbildung 5: Vektorskizze des pCHF1 mit inseriertem PCC1-Konstrukt  
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Klonierung des PCC1-Promotors in pGINAB1: 
Das PCC1-Promotor-Konstrukt konnte mit Hilfe von „BAC“-Clon-DNA als Matrize und 
den Primern „Prom_nest_for“ sowie „Prom_nest_rev-NcoI“ amplifiziert werden. Dabei 
entstand ein PCR-Produkt von ca. 1,35 kb-Länge. Dieses Konstrukt wurde mit Hilfe 
des Restriktionsenzyms NsiI auf eine Länge von ca. 1,1 kb verkürzt. Dabei wurde 
eine natürlicherweise in der Sequenz befindliche NsiI-Schnittstelle verwendet. Zudem 
wurde das Konstrukt mit NcoI verdaut, um die NcoI-Schnittstelle im reversen Primer 
zu öffnen. Da sich im Zielvektor pGINAB1 die Integration mit NsiI nicht möglich war 
(aufgrund einer weiteren NsiI-Schnittstelle im Vektor), wurde das NsiI/NcoI verdaute 
Insert in den mit NcoI / PstI geöffneten Vektor kloniert. Dies ist möglich, da die bei 
beiden Enzymverdaus entstandenen offenen Überhänge („sticky“-ends) identisch 
sind. Siehe Skizierung der Schnittstellen: 
PstI –Schnittstelle:   NsiI-Schnittstelle: 
5`CTGCA/ G    5`ATGCA/T  Überhang bei  
3`G/ACGTC    3`T/ACGTA  beiden Enzymen: TGCA 
 
Somit ergab sich für den pGINAB mit Promotor-Insert nach der Transformation eine 
etwas variierte Vektorkarte (siehe Abb. 7), in der die PstI-Schnittstelle aufgrund der 
beschriebenen Insertion eleminiert war. Um entsprechende Expressionsstudien in 
Pflanzen durchzuführen zu können, musste dieses PCC1-Promotor – GUS – NOS-
Terminator-Konstrukt zur Transformation in Pflanzen in den pLH9000 T-DNA Vektor 
überführt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PC
C
1-Prom
otor
Nsi
NcoI 
Abbildung 7:  Klonierung der PCC1-Promotor-Sequenz pGINAB1-Vektor  
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pLH9000-Vektor 
Das PCC1-Promotor-GUS-Konstrukt wurde über die SfiI-Schnittstelle in den 
pLH9000–Vektor transformiert. Dieser binäre Vektor vermittelt auf der Ebene der 
Agrobakterien eine Spectinomycin / Streptinomycin-Resistenz und die transgenen 
Pflanzen sind mit Hilfe der Kanamycin-Resistenz  („ntpII-Gen“) selektionierbar. Die 
korrrekte Integration des PCC1-Promotor-GUS-Konstrukts wurde durch einen NsiI 
Kontrollverdau der erhaltenen Plasmide evaluiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pJawohl3-RNAi-Vektor 
Dieser von Ülker et al. (2001) erstellte Vektor ermöglicht ein gezieltes 
genspezifisches RNAi-„silencing“. Dabei wird eine Teilsequenz des betreffenden 
Gens einmal in „sense“ und einmal in „antisense“ Orientierung eingefügt. In diesem 
Falle wurde eine Sequenz von 200 Nukleotiden im Promotor des PCC1-Gens 
ausgewählt, die von Position –189 vor Transkriptionsstart bis zur Position +16 nach 
dem Transkriptionsstart reichte. Die entsprechenden Konstrukte wurden über PCR 
aus genomischer DNA amplifiziert. Das „sense“-Konstrukt („Primerpaar: 
PCC1sil_XhoI/ PCC1sil_BamHI“) und das „antisense“-Konstrukt (Primerpaar: 
„PCC1sil_EcoRI/PCC1sil_SpeI“) wurden nacheinander unter Verwendung der in den 
Primern befindlichen Schnittstellen in den Vektor kloniert. In Pflanzen erfolgte die 
Steuerung der Expression über eine doppelte 35S::Promotor-Kassette. Auf der 
Ebene der Selektion in E. coli vermittelte der Vektor eine Ampicillin-Resistenz. Zur 
Abbildung 8:  Vektorkarte des pLH9000-Vektors 
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Transformation von A. thaliana wurde der Vektor in den Agrobakterienstamm 
PGV3101 pMP90RK transformiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hier erfolgte die Selektion mit Rifampicillin (50 mg L-2), Kanamycin (25 mg L-2), 
Gentamycin (25 mg L-2) und Carbenicillin (50 mg L-2).  
Auf der Pflanzenebene erfolgte die Selektion über BASTA (über das 
„Phosphinothricin Acetyltransferase“-Gen) und die Steuerung der Expression des 
RNAi-„silencing“-Konstrukts über eine doppelte 35S::Promotor-Kassette. 
 
2.2.4.5 Elektroporation der Plasmide in E. coli 
Die Herstellung entsprechender elektrokompetenter Zellen erfolgte entsprechend der 
Anleitung des MicropulserTM  Exposition. Dabei wurden die entsprechenden Zellen 
bis zu einer OD von 0,7 herangezogen und dann über mehrere Zentrifugations- und 
Waschschritte  in 10%iger Glycerollösung auf ein sehr kleines Volumen von 1 bis 2 
ml eingeengt. Während dieser Zentrifugation und Waschungen wurden die Zellen 
ständig auf Eis gehalten. Letztlich erfolgte die Elektroporation von 1 bis 2 µl Plasmid 
in die kompetenten Zellen, wobei bei E. coli in 0,2 cm Küvetten das Programm „Ec2“  
und bei A. tumefaciens das Programm „Agr“ gewählt wurde. 
Unmittelbar nach erfolgter Elektroporation wurde jeweils SOC-Medium hinzugegeben 
und die Zellen wurden etwa  60 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Anschließend 
erfolgte die Ausplattierung der Zellen auf entsprechendem Selektionsmedium. Im 
Falle einer E. coli-Transformation erfolgte eine Kultivierung der Zellen bei 37° C über 
Abbildung 9:  pJawohl3-RNAi-Vektorkarte 
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Nacht, während bei A. tumefaciens–Transformationen die Zellen für 2 Tage bei 28°C 
inkubiert wurden. 
 
SOC-Medium: 
Trypton  20 % (w/v) 
Hefe-Extrakt  5 % (w/v) 
NaCl              10 mM  
KCl    10 mM  
Autoklavieren und pH 7,0 einstellen 
Glucose  0,02 M  
MgCl2  0,02 M  
Steril, vor Gebrauch der SOC-Lösung ergänzen 
 
2.2.4.6 Plasmid-Kontrolle durch Restriktionsverdau bzw. Sequenzierung 
Nach erfolgter Elution wurden die Plasmide entsprechenden Kontroll-Verdaus 
unterzogen, um die Integration der entsprechenden Plasmide sicherzustellen. Dabei 
wurde die Plasmid-DNA mit den entsprechenden Restriktionsenzymen durch 
Inkubation mit je 10 units Enzym pro µg DNA über Nacht bei einer Temperatur von 
37 °C im dazugehörenden Restriktionspuffer inkubiert und am nächsten Tag in 1 bis 
1,5 % Agarose-Gelen kontrolliert.  
Soweit erforderlich, wurde die Sequenz des Inserts über Sequenzierung der 
entsprechenden Plasmid-DNA-Bereiche überprüft. Die Sequenzierungen wurden von 
Seqlab (Göttingen) nach dem Kettenabbruchverfahren von Sanger et al. (1977) 
durchgeführt. 
 
2.2.4.7 Endpunkt-Polymerase-Chain-Reaction (PCR) 
Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Arbeit  mittels Endpunkt-PCR DNA-
Konstukte hergestellt. Diese wurden dann z.B. für eine weitere Klonierung in 
entsprechende Plasmide oder cDNA-Sonden oder auch zur Sequenzierung 
eingesetzt. Diese Konstrukte wurden mittels der “Polymerase Chain Reaction” (PCR) 
amplifiziert. Die entsprechenden PCR-Reaktionen wurden in der Regel in einem 
Gesamtvolumen zwischen 20 µl und 50 µl durchgeführt. 
Entsprechend den Angaben der jeweils verwendeten Enzyme (Taq, Accu Taq, Red 
Taq) wurden die Desoxyribonukleotide, MgCl2, Polymerase-Puffer, jeweils 0.5 µM 
der entsprechenden Primer und jeweils 1 unit DNA-Polymerase entsprechend der 
jeweiligen Anleitung eingesetzt. Die PCR-Reaktion erfolgte über 35 bis 40 Zyklen mit 
folgenden Schritten: 
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Das PCR-Produkt wurde elektrophoretisch aufgetrennt, durch eine Gelelution 
(Nucleo Spin Kit, Macherey-Nagel) gereinigt und entsprechend der Anwendung 
weiterverwendet.   
 
2.2.4.8 cDNA Synthese 
Für die Herstellung von cDNAs wurde das RevertAidTM H Minus First strand cDNA 
Synthesis Kit von MBI-Fermentas verwendet. Jeweils 0,5 bis 1 µg DNA-freie 
Gesamt-RNA wurde entsprechend der Anleitung mit Nucleotidtriphosphaten, Oligo-
dT-Primern, RNAse-Inhibitor und dem entsprechenden Reaktionspuffer sowie der 
RevertAidTM H Minus– Reverse Transcriptase (genetisch modifizierte Version der M-
MuLV-Rtase aus dem Moloney Murine Leukaemie Viirus) versetzt und die Reaktion 
bei 42 °C für 60 min im Thermocycler () durchgeführt. Dabei lagern sich die Oligo-dT-
Primer an die Poly-(A)-Reste der mRNAs an und die unterschiedlichen cDNAs 
werden jeweils an Hand der RNA-Matrizen durch die M-MuLV-Rtase in cDNA 
umgeschrieben.  
Der Zusatz “H minus” weist darauf hin, dass diese modifizierte M-MuLV-Rtase keine 
Ribonuklease H-Aktivität aufweist, welche für den spezifischen Abbau des RNA-
Strangs in RNA/DNA-Hybriden verantwortlich ist. Durch einen 10minütigen RT-
Polymerase-Inaktivierungsschritt mit 80°C wurde die M-MuLV-Rtase inaktiviert. 
 
2.2.4.9 Herstellung der EST-spezifischen Sonden 
Die entsprechenden Escherichia coli Klone mit den entsprechenden EST-Plasmiden 
wurden von der Arbeitsgruppe um Marcel Scheideler zur Verfügung gestellt. Diese 
Plasmide wurden über eine Plasmid-Minipräparation aufgereinigt und die 
entsprechenden EST-Sequenzen mit Hilfe der Plasmid-Forward und Plasmid-
94°C     2 min 
94°C     33 sec 
50 bis 65°C*   30 sec   35 bis 40 Zyklen 
72°C     45 bis 120 sec** 
72°C   5 min 
4°C    forever 
 
*    je nach Primerpaar unterschiedliche Annealing Temperaturen    
 **  je nach Produktlänge unterschiedliche Extensionszeiten 
Tabelle 3: Programmschema einer typischen Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
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Reverse Primer (Scheideler, 2002) amplifiziert. Diese PCR-Produkte dienten bei den 
32P-labeling-Reaktionen als Template. 
 
2.2.4.10 DNA - Agarosegelelektrophorese 
Die Analyse von PCR-Produkten und Restriktionsverdaus erfolgte in sogenannten 
Agarose (ein Polysaccharid aus roten Meeresalgen)-Gelen mit Hilfe der sogenannten 
Gel-Elektrophorese. Da die DNA negativ geladen ist, läuft sie im entsprechenden 
Spannungsfeld (bei einer Feldstärke von ca. 5 Volt cm-2) in einfach konzentriertem 
TAE-Puffer zu Anode („minus“ Pool). Je nach Größe der zu trennenden Fragmente 
erfolgte die Elektrophorese in 0,8 – 1,5 %igen Gelen bei einer Feldstärke von ca. 5 
Volt cm-2. Die Nukleinsäureproben wurden im Verhältnis 6:1 mit Ladepuffer gemischt 
und in die Gelslots geladen. Sichtbar gemacht wurde die DNA im Gel durch 
Ethidiumbromid, das in die Nukleinsäurestruktur interkaliert. Da die DNA mit dem 
Ethidiumbromid unter UV-Licht der Wellenlänge 302 nm fluoresziert, ist eine 
entsprechende Dokumentation mit einer Polaroidkamera möglich. Dies wurde mit der 
Polaroidkamera des Typs Polaroid MP4+ mit den Gelen auf dem UV-Transilluminator 
durchgeführt. 
 
10x TAE-Puffer: 
108 g Tris 
40 ml 0.5 M EDTA pH 8.0 
ad 1000 ml mit H2O bidest. 
 
Ladepuffer: 
0,25 % Bromphenolblau 
0,25 % Xylencyanol 
30 % Glycerol 
H2O bidest. 
 
Ethidiumbromidstammlösung: 
5 mg EtBr ml-1 H2O bidest., Aufbewahrung bei RT, lichtgeschützt. 
 
2.2.4.11  Radioaktiv-Markierung der DNA-Sonden  
Die radioaktive Markierung der DNA-Sonden wurde mit einem kommerziell 
erhältlichen Kit durchgeführt (DecaLabelTM DNA Labelling Kit von MBI bzw. mit dem 
Strip-EZTM DNA Kit von Ambion) und nach entsprechender Anleitung unter 
Verwendung von [-32P]-dATP mit einer Aktivität von 3000 µCi mmol-1 (Hartmann) 
eingesetzt.  
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2.2.4.12  Reinigung der markierten DNA-Sonden  
Um eine unspezifische Bindung von nichtgebundenem [-32P]-dATP an die 
Nylonmembran zu vermeiden, wurde die markierte cDNA mit Hilfe des NucleoSpin ® 
Extrakt 2 in 1 Kits von Macherey – Nagel entsprechend der Anleitung aufgereinigt. 
 
2.2.4.13 RNA-Extraktion aus Arabidopsis thaliana 
Die RNA einer höheren Pflanze setzt sich zu 89 % aus rRNA, zu 10 % aus tRNA und 
zu 1 % aus mRNA zusammen. Die Menge an mRNA schwankt je nach Zelltyp und 
Zellalter. 
Die Isolierung der Ribonukleinsäure (RNA) aus Arabidopsis Pflanzenmaterial erfolgte 
mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion. Dazu wurde Blattmaterial in flüssigem 
Stickstoff gemörsert, anschließend in ein Eppendorfgefäß mit 400 µl 
Extraktionspuffer (4 °C) überführt und kurz gevortext. Der Extraktionspuffer 
denaturiert Proteine mit Hilfe von SDS und inaktiviert RNasen zusätzlich mit LiCl und 
EDTA. Daraufhin erfolgte die schnelle Zugabe von 400 µl Tris-gesättigtem Phenol pH 
8.0. Diese Mischung wurde gut gevortext. Danach erfolgte die Extraktion mit weiteren 
400 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v). Die Extraktionsphasen wurden jeweils 
durch eine 10minütige Zentrifugation (4 °C, 14.000 rpm) getrennt. Diese Extraktion, 
jetzt nur noch mit Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1, v/v), wurde mit der wässrigen 
Oberphase zweimal wiederholt, bis die Interphase frei von Proteinen war. Nach 
Zugabe von 1/4 Volumen 10 M LiCl wurde die RNA ü.N. bei 4 °C präzipitiert. Am 
nächsten Tag erfolgte eine 30minütige Zentrifugation (4 °C, 14.000 rpm), wobei sich 
die gefällte RNA als Pellet absetzte. Dieses Pellet wurde in 250 µl sterilem Millipore-
Wasser gelöst, mit 0.1 Volumen 3 M Natriumacetat und 2.5 Volumen Ethanol 
versetzt und die RNA erneut für 1 h bei 4 °C oder ca. 30 min bei –20 °C gefällt. Nach 
der anschließenden Zentrifugation (15 min, 4 °C, 14.000 rpm) wurde das Pellet in 40 
µl sterilem Millipore-Wasser aufgenommen. Die Konzentration der extrahierten RNA 
wurde photometrisch bestimmt.  
 
RNA-Extraktionspuffer: 
100 mM LiCl  
100 mM Tris  
10 mM EDTA  
1.0 % (w/v) SDS 
pH 8.0 (HCl) 
 
DEPC-Wasser: 
Zur Herstellung RNase-freien Wassers wurde 1 l A. bidest. mit 100 µl DEPC versetzt, über Nacht 
gerührt und autoklaviert. 
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Für die Präparation von RNA für die cDNA-Synthese wurde in der Regel das Nucleo 
Spin ® RNA Plant von Macherey–Nagel verwendet. In dem auf Ribonukleinsäure-
bindende Säulchen basierenden Kit ist ein Verdau der genomischen DNA aus den 
Pflanzenzellen durch RNase-freie DNase I integriert. Dies ermöglicht eine recht 
schnelle Bereitstellung von DNA-freier RNA für die cDNA-Synthese. Ein Nachteil 
dieser Methode liegt in den relativ geringen Ausbeuten 5 bis maximal 20 µg Gesamt-
RNA pro Präparation. 
 
2.2.4.14 Aufreinigung von polyadenylierter Ribonukleinsäure mit Hilfe der M-
PVA oligo (dT) Magnetic beads von Chemagen 
Die zuvor klassisch gereinigte RNA wurde anschließend einer weiteren Aufreinigung 
der polyadenylierten RNA (mRNA) unterzogen. Dabei macht man sich die RNA-DNA-
Bindung aufgrund der Wasserstoffbrückenbindungen zunutze. Magnetische M-PVA 
beads oder Kügelchen, an die DNA- Oligonukleotide mit der Base Thymin gebunden. 
Messenger-RNAs (mRNAs) werden im Laufe des sogenannten Processings am 
3`Ende mit Poly-Adenin- „Schwänzchen“ versehen. Diese poly A-Reste im 3`Ende 
der mRNA binden nun über die Wasserstoffbrückenbindungen an die Poly-T-DNA-
einzelstränge, die an den Beads kovalent gebunden sind. Die nicht gebundene RNA 
(rRNA, tRNA etc) wurde über mehrere Waschschritte entfernt und letztlich wurde die 
poly-A+RNA (mRNA) mit einem Elutionspuffer (unterbindet die Basenpaarung) eluiert 
und anschließend photometrisch bestimmt. 
 
2.2.4.15 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die photometrische Konzentrationsbestimmung erfolgte bei einer Wellenlänge von 
260 nm. Eine Absorption von 1 entspricht einer RNA-Menge von 40 µg ml-1 bzw. 
einer DNA-Menge von 50 µg ml-1. Die Reinheit der Nukleinsäuren wird über den 
Quotienten aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt, wobei ab 1,8 eine 
gute Reinheit für RNA bei 2.00 vorliegt. Abweichungen von diesen Werten beruhten 
vor allem auf Verunreinigungen mit phenolischen Substanzen und Proteinen. 
 
2.2.4.16 Southern-blot 
Beim Southern-blot handelt es sich um eine Methode, bei der durch 
Restriktionsenzyme verdaute genomische DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese 
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nach ihrer Größe getrennt und anschließend aus der Gelmatrix auf eine positiv 
geladene Nylonmembran übertragen und dort immobilisiert werden.  
Hierzu wurde die DNA zunächst mit Restriktionsenzymen in Fragmente zerlegt, 
anschließend durch Phenol / Chloroform-Extraktion von den Enzymen getrennt und 
die DNA letztlich wieder durch Ethanolpräzipitation gefällt. Diese DNA wurde dann in 
einem 1 %igen Agarosegel bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Durch 
Inkubation des Gels in einer Denaturierungslösung für mindestens 45 min wurden die 
doppelsträngigen DNA-Moleküle im Gel zu Einzelsträngen denaturiert. Der 
eigentliche Blotting-vorgang erfolgte analog zum Northern-blot nach einstündiger 
Inkubation der Gels in einer Neutralisierungslösung. 
 
Denaturierungslösung: 
0.5 M NaOH   
1.5 M NaCl   
 
Neutralisierungslösung: 
0.5 M Tris/HCl pH 7.5 
1.5 M NaCl 
 
20x SSC: 
3.0 M NaCl  
0.3 M Natriumcitrat pH 7.0  
 
2.2.4.17 RNA-Gelelektrophorese und Northern- blot 
Da Ribonukleinsäuren die Eigenschaft haben, Sekundärstrukturen mit internen 
komplementären Sequenzen auszubilden, erfolgt die elektrophoretische Auftrennung 
von RNA denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen. Formaldehyd verhindert die 
Sekundärstrukturbildung durch Unterbindung der Ausbildung von Wasserstoff-
brückenbindungen und inhibiert zudem evtl. vorhandene RNasen.  
Für die Herstellung von Northern-blots erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung 
der RNA-Moleküle nach ihrer Größe (RNA wie auch die DNA-Moleküle werden im 
elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt, da kleine Moleküle schneller durch die 
Agarosegelmatrix wandern können als größere Moleküle).  
Es wurden in der Regel 10 µg Gesamt-RNA geladen, die zuvor in einer 
Vakuumzentrifuge lyophilisiert und anschließend mit RNA-Probenpuffer wieder gelöst 
wurden, um einheitliche Volumina und somit ein einheitlicheres Laufverhalten der 
RNA im Gel zu erreichen. Das Laden der Probe erfolgte nach 10-minütiger 
Denaturierung bei 65 °C. Die Elektrophorese erfolgte bei 3 V cm-2 in 1x MOPS-
Puffer. Nach Beendigung des Laufs wurde das Gel auf einem UV-Transilluminator 
zur Dokumentation fotografiert. 
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Im Falle von Poly-A+ RNA-blots wurde jeweils 1 µg Poly-A+ RNA (mRNA) geladen.  
10x MOPS-Puffer: 
200 mM MOPS   
50 mM Natriumacetat  
10 mM EDTA   
NaOH/pH 7.0 
 
1.0 %ige Agarosegele 300 ml, denaturierend: 
1,6  g Agarose 
16 ml 10x MOPS-Puffer 
130 ml H2O bidest. steril  
Nach Abkühlung der Gele auf 55 °C wurden 17,5 ml 37 % (w/v) Formaldehyd sowie 150 µg Ethidium-
bromid zugegeben. 
 
RNA-Probenpuffer: 
10 µl steriles Aqua bidest. 
10 µl 2x RNA–loading buffer (MBI – Fermentas) mit Ethidiumbromid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.4.18 Crosslinking der RNA auf den Northern-Blots  
Mit Hilfe des UV – crosslinkers von der Firma Amersham wurde die RNA auf der 
Nylonmembran fixiert. Dabei wurde die Membran im Crosslinker inkubiert und das 
Crosslinking-Programm mit 120.000 Mikrojoules pro cm2 durch Betätigung des Start– 
Schalters gestartet. Durch diese Exposition mit dem UV-Licht wurde die RNA auf der 
Membran fixiert. 
 
2.2.4.19 Hybridisierung und Autoradiographie 
Die genspezifische Detektion der Gentranskripte auf der Nylonmembran erfolgte 
über die Hybridisierung der denaturierten DNA–Sonden mit den auf der 
Abb.10: Aufbau eines Northern-/ Southern-Blots  
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Nylonmembran gebundenen RNA-Proben. Durch eine Prähybridisierung der 
Membranen (Northern-blots) mit 225 µg ml-1 Heringssperma-DNA für 1 h in „Church 
Buffer“ bei ebenfalls 67° C wurde eine unspezifische Bindung der Sonde an die 
positiv geladene Membran verhindert. Die eigentliche Hybridisierung der 
denaturierten, aufgereinigten Sonde erfolgte über Nacht bei 67° C. Unspezifisch 
gebundene DNA-Sonde wurde am folgenden Tag durch 2malige Waschung der 
Membranen für je 30 min in 2 x SSC / 1% SDS-Puffer und einmalige Waschung für 
ca. 20 min in 0,2 x SSC / 0,1 % SDS stringent entfernt. 
Zur Autoradiographie wurden die Membranen in Folie zusammen mit einem 
Röntgenfilm in einer Röntgenfilmkassette inkubiert. Der Röntgenfilm wurde bei –80 
°C exponiert und je nach Sonde und m-RNA-Gehalt nach 1- oder bis zu 14-tägiger 
Exposition entwickelt.  
 
Hybridisierungslösung: 
„Denhardt`s Buffer“ als Hybridisierungslösung für Southern-blots verwendet 
Ficoll     2 % (w/v) 
BSA     0,2 % (w/v) 
Polyvinylpyrrolidon   0,2 % (w/v) 
Dextransulfat   5 % (w/v) 
SDS    0,1 %  (w/v) 
N2P2O7    0,1 %  (w/v) 
EDTA    2 mM 
Heringssperma-DNA  100 µg/ml 
Die Heringssperma-DNA wird erst kurz vor Gebrauch zugegeben. 
 
„Church Buffer“ wurde für Northern-blots verwendet 
BSA  1 % (w/v) 
SDS 7 % (wv) 
EDTA 1 mM 
NaH2PO4 
pH 7 mit NaOH 
 
2.2.4.20 Agrobacterium-vermittelte Transformation von Pflanzen 
Bei der Agrobakterienvermittelten Transformation von Pflanzen nutzt man die 
Fähigkeit der Agrobakterien zur Transformation von Pflanzen aus. In der Natur 
kommt es an Verwundungsstellen zu einer Transformation der T-DNA in das 
pflanzliche Genom. Bei diesem Prozess spielt die von Pflanzen im Verwundungsfall 
abgegebene Substanz Acetosyringon eine Rolle bei der Aktivierung der Virulenzgene 
der Agrobakterien (virA-Rezeptor aktiviert das virG-Gen, welches wiederum weitere 
Virulenzgene aktiviert). Unter anderem wird das virD-Protein aktiviert, welches daran 
beteiligt ist, das Ti (Tumor-inducing) Plasmid  zu schneiden, wobei die T-DNA aus 
dem Ti-Plasmid herausgeschnitten wird und mit Hilfe des virE-Genproduktes in die 
Pflanze transportiert und dort in die genomische DNA integriert wird. 
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2.2.4.21 Arabidopsis thaliana Blütentransformation  
Diese Methode basiert auf der Inokulation unreifer Blütenstände von Arabidopsis 
Pflanzen mit einer Suspension von Agrobacterium Zellen. Dabei werden u.a. 
Gametenvorläuferzellen transformiert und es entstehen transgene Samen. Diese 
Samen wurden auf entsprechenden Selektionsmedien selektioniert und die 
Transgene, d.h. die auf Selektionsmedium überlebenden Pflanzen wurden weiter 
kultiviert. Zum Zwecke der Transformation wurden die Arabidopsis Pflanzen unter 
Dauerlichtbedingungen zur Blüte gebracht und zum möglichst optimalen Zeitpunkt 
mittels Blütentransformation transformiert. Der optimale Zeitpunkt war dann gegeben, 
wenn die Pflanzen über möglichst viele noch ungeöffnete  Blüten verfügten. 
Nach Pelletierung (15 min, 5000 rpm, RT) und anschließender Resuspendierung der 
entsprechenden Hauptkulturen in 5 %iger Zuckerlösung plus 400 µl Silwet L-77 pro 
Liter Transformationssuspension. Exposition der Blüten mit den Agrobakterien 
erfolgte durch einfaches Eintauchen der Blütenstängel in die 
Agrobakteriensuspension, die zuvor auf eine Zelldichte mit einer OD600 von 0,8 
eingestellt wurde. Die Eintauchdauer / Inkubationszeit betrug ca. 5 Minuten pro 
Pflanze. Nach dieser Behandlung wurden die Pflanzen über Nacht bei 18 °C im 
Dunkeln bei hoher Luftfeuchtigkeit gehalten. Daraufhin erfolgte die Ausreifung der 
Samen in der Phytokammer unter Langtagbedingungen, um eine schnelle, effiziente 
Ausreifung der Samen zu erreichen. Die Transformanten wurden unter 
Selektionsdruck bis zur 3. Generation (T3) aufgezogen. 
 
Transformationsmedium: 
50 g l-1 Zucker   
50 µl Silwet L-77 (Detergenz) 
Leitungswasser 
 
Selektion der T1-Pflanzen 
Die Samen der transformierten Pflanzen wurden geerntet, sterilisiert (s. Pos. 2.2.1.3) 
und auf MS-Agarplatten mit  50 mg l-1 Gentamycin selektioniert. Nach 8 bis 14 Tagen 
war die Selektion der resistenten Keimlinge sichtbar. Die transformierten Pflanzen 
waren deutlich größer und im Gegensatz zu den nichttransformierten Keimlingen 
deutlich grün gefärbt waren. Außerdem zeigten sie im Gegensatz zu den übrigen 
Keimlingen deutlich ausgebildete Wurzeln. Die transformierten Pflanzen wurden auf 
Erde pikiert und weiter kultiviert. Das Saatgut dieser Pflanzen bildete die T2-
Generation. 
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Selektion der T2-Pflanzen 
Das Saatgut der T1-Pflanzen wurde sterilisiert und auf MS-Agarplatten mit 50 mg ml-1 
Kanamycin selektioniert. Die selektionierten Keimlinge wurden wiederum in Erde 
pikiert und bis zur Samenreife kultiviert (T3-Generation). 
 
Selektion der T3-Pflanzen 
Mit dem Saatgut der T2-Generation wurde analog verfahren. 
War die Pflanze homozygot, so waren alle Nachkommen resistent gegen Kanamycin, 
war die Pflanze heterozygot, so wurden nach den Mendelschen Gesetzen 25 % der 
Nachkommen keine Kanamycin-Resistenz vererbt (bei Annahme einer einzelnen T-
DNA-Insertion und Selbstbestäubung). Für Experimente wurden nur homozygote 
Linien verwendet. 
MS-Agarplatten: 
2.2 g MS-Medium  
8.0 g Agar (Bacto-Qualität) 
100 µg ml-1 des entsprechenden Selektionsmarkers für das verwendetete T-Plasmid (meist 
Spectinomycin) 
 
 
2.2.4.22 Quantitative PCR 
Bei dieser quantitativen PCR kann man im Unterschied zur Endpunkt-PCR die  
zugrundeliegende Ausgangs-DNA Menge ermitteln. Das heißt, man kann eine 
Aussage über die als Matrize („Template“) vorgelegte DNA-Menge bzw. cDNA-
Menge treffen. In diesem Fall wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®green 1 als 
Agens eingesetzt, das sich unspezifisch in den DNA-Doppelstrang einlagert und 
nach Anregung mit Licht einer Wellenlänge von 530 nm fluoresziert, sofern es mit 
DNA assoziiert ist. Die Zunahme dieser Fluoreszenz wird durch das ABI Prism® 
System 7000 jeweils vor jedem Denaturierungsschritt gemessen und für jeden Zyklus 
aufgezeichnet. Dabei ist die Zunahme der Fluoreszenz proportional zur PCR-
Produktmenge (siehe Abb. 11). Durch die bereitgestellte Software des ABI Prism® 
System 7000 wird ein Fluoreszenzschwellenwert definiert und der PCR-Zyklus 
festgelegt, an dem die Fluoreszenz der Probe(n) diesen Schwellenwert überschreitet. 
Diesen Wert bezeichnet man als „threshold cycle“ (CT)-Wert. 
 
 
 
2 Material und Methoden 
___________________________________________________________________ 
 51
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Software definiert den CT-Wert so, dass sich die DNA bzw. Fluoreszenzzunahme 
in der exponentiellen Phase befindet, da in dieser Phase die Produktmenge in jedem 
Zeitpunkt proportional zur DNA („template“-)-Ausgangsmenge ist. So liefert der CT-
Wert eine quantifizierbare Beziehung zwischen verschiedenen DNA- bzw. cDNA-
Proben. Bei optimalen PCR-Bedingungen entspricht ein CT-Wert-Unterschied von 
einem Zyklus einem zweifachen Unterschied der anfänglichen DNA-Konzentration. 
Dies würde aber im Falle von cDNA-Analysen voraussetzen, dass man in jedem 
PCR-Ansatz die absolut identischen cDNA-Mengen eingesetzt hat. Da dies nicht 
möglich ist, ist es üblich, einen internen Standard zu definieren, über den auf die in 
der PCR eingesetzte cDNA-Menge zurückgeschlossen werden kann. Dabei greift 
man auf sogenannte Haushaltsgene zurück, von denen man annimmt, dass sie ad 
planta immer in etwa gleiche m-RNA-levels aufweisen werden. In diesem Fall wurde 
nach Igarashi et al. (2003) das konstitutiv exprimierte Actin 2 Gen ausgewählt.  
Die entsprechenden cDNAs (i.d. Regel 40fach mit sterilem Bidest. verdünnt) wurden 
jeweils im Doppelansatz pro Primerpaar in die qPCR eingesetzt. Für jede Probe 
mussten also Ansätze mit Actin2-Primern und 2 Ansätze mit dem „gene of interest“ 
erfolgen. Um die Unterschiede der anfänglichen cDNA-Mengen in den Einzelproben 
herauszurechnen, wurde jeweils der CT-Wert des „gene of interest“ durch den 
jeweiligen CT-Wert für Actin2 geteilt. Dadurch wird der CT-Wert des „gene of interest“ 
in Relation zum CT-Wert des konstitutiv (gleich) exprimierten Actin 2 dargestellt. Da 
sich hier für hohe cDNA-Mengen beim „gene of interest“ eher kleine Werte und für 
Abbildung 11: Typischer Verlauf des Zuwachses der DNA bei einer “real-time”-PCR-Reaktion 
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geringe cDNA-Mengen des „gene of interest“ hohe Werte ergeben, wurde der 
Kehrwert ermittelt und in der Tabelle dargestellt. 
 
Expressionswert = 1/( CT-Wert “gene of interest“ / CT-Wert Actin 2) 
 
Beim ABI Prism® System 7000 gibt es neben der Möglichkeit der Detektion des DNA- 
bzw. Fluoreszenz-Zuwachses zudem die Möglichkeit, nach dem PCR-Lauf eine 
sogenannte Schmelzkurve erstellen zu lassen. Das heißt, während der Cycler bis auf 
über 90 °C hochheizt, wird die Fluoreszenz aller PCR-Ansätze gemessen. So kann 
man die Schmelztemperaturen der verschiedenen Produkte ermitteln und damit fest-
stellen, ob die PCR-Reaktion spezifisch war oder ob sich möglicherweise Primer-
Dimere oder unspezifische PCR-Produkte gebildet haben. Ein qPCR-Lauf ist nur 
dann aussagekräftig, wenn sich keine Primer-Dimere gebildet haben und die PCR-
Reaktion spezifisch war (Abb.  12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Bei PCR-Ansätzen für die qRT-PCR wurde das qPCRTM Core Kit von SYBR Green I 
von Eurogentec verwendet.  
 
 
 
Abbildung 12: Verlauf einer typischen Schmelzkurve. Die dunkle Linie repräsentiert eine optimale
Schmelzkurve während des Aufschmelzvorgangs durch das ABI-7000-System. Man erkennt lediglich 
ein Produkt, welches bei einer Temperatur von etwa 82 ° C denaturiert. Dagegen stellt die helle Linie 
eine nicht auswertbare PCR-Reaktion dar, denn es erscheint neben dem PCR-Produkt ein auf Primer-
Dimerbildung zurückzuführendes kleineres Produkt, welches hier im Beispiel bei ca 72 °C denaturiert. 
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Dabei setzte sich ein Reaktionsansatz wie folgt zusammen: 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 4: Reaktionsansatz für die quantitative PCR im ABI 7000 System 
 
2.2.5 Biochemische Methoden 
  
2.2.5.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Arabidopsis Blättern  
Die Proteinextrakte wurden aus Arabidopsis Blättern hergestellt. Je nach 
Fragestellung wurden die entsprechenden Blätter zu verschiedenen Zeitpunkten 
geerntet. Nach Schockgefrierung im flüssigen Stickstoff wurden die Proben bis zur 
Aufarbeitung bei -80° C im Gefrierschrank gelagert. Nach Homogenisation mit 
Mörser und Pistill wurden die Proben in Lämmli-Puffer aufgenommen und für 5 min in 
einem Heizblock bei 96 °C gekocht. Nach anschließender Zentrifugation erfolgte eine 
Überführung des Überstands in ein neues 1.5 ml Eppendorfgefäß. Bis zur 
Verwendung wurde der Proteinextrakt dann bei –20 °C gelagert. 
Lämmli-Puffer: 
2.75 ml A. bidest.  
0.6 ml 2 M Tris pH 6.8 
2.0 ml Glycerin  
4.0 ml 10 % SDS 
0.4 ml -Mercaptoethanol 
0.25 ml 0.05 % Bromphenolblau 
 
 
2.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach einer Methode von Bradford (1976) 
und beruht auf einer Reaktion des Coomassie-Blue-Reagenz mit den Aminogruppen 
von Proteinen. 
Der Reaktionsansatz enthielt 100 µl Probe und 1 ml Färbelösung. Er wurde für 15 
min bei RT inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte bei 595 nm im Photometer (DU 
7500, Beckman). Als Bezugsgrundlage diente eine Eichgerade, die vorab mit BSA 
(Serva) im Konzentrationsbereich von 10 – 100 µg ml-1 aufgenommen wurde. 
Reaction buffer   1x konzentriert 
MgCl2     2-5 mM 
dNTP solution   200 µM 
Hot Goldstar enzyme  0,025 u/µl 
Primer jeweils   100 bis 500 nM (je nach Primerpaar) 
SYBR Green in DMSO   1 zu 66000 verdünnt 
Template i.d. Regel   5 µl pro PCR-Ansatz  
(1 zu 40 –Verdünnung der RT-Reaktion) 
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Färbelösung: 
50 mg Coomassie-Blue R 250 (Merck) 
25 ml Ethanol, 95 % 
50 ml Phosphorsäure, 85 % 
425 ml A. bidest. 
 
 
2.2.5.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS - PAGE)  
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode, mit der Proteine entsprechend 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch Inkubation der Proteine mit SDS 
und S-S reduzierenden Mitteln werden diese vollständig denaturiert und dissoziiert. 
SDS bindet an hydrophobe Regionen der Proteine; die stark negative Ladung von 
SDS nivelliert alle Ladungen der Proteine, so dass in der Regel alle Proteine gleich 
stark negativ geladen sind.  
Gele wurden entsprechend den Rezepten zwischen 2 abgedichtete, speziell 
angefertigte Glasplatten (durch "Spacer" getrennt) gegossen. Nach Gießen des 
Sammelgels wurde ein Kamm eingeführt, was zur Bildung von Taschen (Slots) 
führte, worin die Proteinlösungen aufgetragen werden konnten. Polyacrylamid 
entsteht durch Polymerisation von Acrylamid-Monomeren. Die entsprechenden Gele 
werden durch Quervernetzung mit bifunktionalen Verbindungen wie N,N´-
Methylenbisacrylamid erhalten. Die Polymerisationsreaktion verläuft in Gegenwart 
von Ammoniumpersulfat und N,N,N´,N´-Tetramethylethylen-diamin (TEMED). 
TEMED katalysiert die Bildung freier Radikale aus dem Persulfat, die die 
Polymerisation initiieren, und beschleunigt auf diese Weise die Reaktion. Die 
Elektrophorese erfolgte mit einer Apparatur des Herstellers Hoefer (Mighty SmallTMII 
Slab-Gel-Elektrophorese-Einheit). 
 
Trenngel (15%)    Sammelgel (4%) 
 
6.66 ml 30.8 % Acrylamid/Bisacrylamid (Roth) 0.89 ml 30.8 % Acrylamid/Bisacrylamid (Roth) 
3.33 ml 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, Trenngelpuffer 1.66 ml 0.5M Tris-HCl pH 6.8, Sammelgelpuffer 
3.26 ml A. bidest.    4.01 ml A. bidest. 
0.066 ml 10 % Ammoniumpersulfat (w/v) 0.066 ml 10 % Ammoniumpersulfat (w/v) 
0.0066 ml TEMED    0.033 ml TEMED  
 
 
Das obere Pufferreservoir (Kathode) und das untere Pufferreservoir (Anode) wurden 
mit Elektrophoresepuffer gefüllt und die Proben in die Taschen („Slots“) pipettiert. Die 
Elektrophorese erfolgte für ca. 1 h bei 200 Volt und Raumtemperatur.  
Tabelle 5: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele (2 Gele mit einer Dicke von je 1 mm) 
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Probenpuffer: 
6.0 ml A. bidest. 
0.0 ml 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  
0.8 ml Glycerol 
0.2 ml 0.05 % Bromphenolblau (w/v) 
 
Elektrophoresepuffer: 
25 mM Tris, pH 8.3 
192 mM Glycin 
 
2.2.5.4 Western-Blot (Protein-Blot) 
Beim Western–Blot handelt es sich um eine Methode, bei der elektrophoretisch 
aufgetrennte Proteine aus einem Trenngel auf eine Trägermembran übertragen 
werden. Unter geeigneten Bedingungen bleibt beim Transfer sowohl die 
Immunreaktivität als auch die funktionelle Aktivität der Proteine, z.B. deren 
enzymatische Aktivität erhalten. 
Als Immuno-Blotting bezeichnet man generell immunologische Techniken, bei denen 
man die auf Membranen transferierten Proteine mit geeigneten Antikörpern reagieren 
lässt. Die Bindung der Antikörper an die immobilisierten Proteine kann auf 
verschiedene Weisen nachgewiesen werden. Bei der hier verwendeten indirekten 
Nachweismethode wurde ein bereits gebundener spezifischer Antikörper durch einen 
Sekundärantikörper nachgewiesen, der seinerseits in geeigneter Weise markiert war. 
Zur Überprüfung der Effektivität des Transfers wurden die Proteine auf der Membran 
mit 0,2 % Ponceau gefärbt. 
Blotting-Puffer: 
25 mM Tris  
192 mM Glycin 
20 % Methanol 
pH 8.3 
 
5x PBS: 
40 g NaCl 
1 g KCl 
5.75 g Na2HPO4  
1 g KH2PO4 
 
Nach erfolgter Elektrophorese wurde ein „semidry“-blot durchgeführt. Zur Über-
prüfung der Effektivität des Transfers wurden die Proteine auf der Membran mit 0,2 
% Ponceau gefärbt. 
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2.2.5.5 Coomassie Färbung 
Bei der Coomassie - Brilliant - Blue - Färbung handelt es sich um eine schnelle und 
einfache Methode, mit der die durch die SDS - PAGE aufgetrennten Proteine 
sichtbar gemacht werdern können. Die Polyacrylamid-Gele wurde 45 min oder länger 
in der Färbelösung inkubiert (Schüttler). Danach erfolgten Waschungen im Entfärber, 
bis der Hintergrund durchsichtig war und die Proteinmuster deutlich erkennbar 
waren. 
Man erreicht mit diesem Farbstoff eine Sensitivität von 1 µg bis 0,1 µg. 
Färbe-Lösung (500 ml): 
0,04% Brilliant Blue R (Coomassie) 
40% (v/v) Methanol 
10% Essigsäure 
mit Wasser auffüllen 
30 min bis 4 h rühren, filtrieren 
 
Entfärbe-Lösung: 
40% Methanollösung 
 
 
2.2.5.6 Immundetektion 
Nach erfolgter Elektrophorese sowie dem Proteinblotting wurde dann die Immun-
detektion mit dem polyklonalen Antikörper (Serum) aus dem immunisierten 
Kaninchen „Anti-PCC1“ zur Detektion des PCC1-Proteins durchgeführt. 
Dazu wurde die Membran zunächst für mindestens 1 h in Blockierungslösung (5 % 
Magermilchpulver oder 5 % BSA-Lösung in 1x TBST-Puffer) behandelt, um alle 
unbesetzten Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Danach erfolgte die 
Inkubation mit dem 1. Antikörper (Anti-PCC1-Serum 1:500 verdünnt in1 x PBS) für 1 
h bei RT. Anschließend wurde die Membran dreimal für mindestens 5 min in 1x 
TBST-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundenen und überschüssigen 
Abb. 13: Schematischer Aufbau des „semidry“-blots 
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Antikörper zu entfernen. Anschließend erfolgte die Inkubation des Blots mit dem 2. 
Antiköper (Goat-Anti-Rabbit-Peroxidase-Konjugat in 1 zu 20.000 bis 1 zu 30.000 
facher Verdünnung) bei RT. Nach dieser Inkubation wurde erneut für 30 min mit 1x 
TBST-Puffer gewaschen. Die anschließende Detektion erfolgte entsprechend dem 
eingesetzten zweiten Antikörper mit dem ECL-Kit bzw. mit dem Femto Kit von Pierce. 
 
2.2.5.7 Immundetektion mit ECL („Enzymatische Chemilumineszenz“) 
Bei Membranen, die mit dem Anti-Rabbit-Antikörper mit Peroxidase behandelt 
worden waren, erfolgte die Detektion mit ECL („Enzymatische Chemilumineszenz“) in 
der Dunkelkammer. Die auf Chemilumineszenz beruhende Detektion mit ECL wird 
durch eine chemische Reaktion ermöglicht. Es handelt sich dabei um eine durch  
H2O2 und Peroxidase katalysierte Oxidation von Luminol in einem alkalischen 
Medium, wobei das Luminol aus einem angeregten Zustand unter Aussendung von 
Licht in den Grundzustand fällt. Die Peroxidase befindet sich als Konjugat am 
zweiten Antikörper, der sich wiederum an den Antigen-spezifischen 1. Antikörper aus 
dem Serum bindet. 
Für diese Nachweisreaktion benötigte man zwei verschiedene Lösungen, die im Ver-
hältnis 1:1 gemischt werden: 
Lösung 1: 
500 mM Luminol in DMSO  
26.3 mg ml-1 p-Cumarilsäure  
1 M Tris-HCl 
A. bidest. 
 
Lösung 2: 
0.015 ml H2O2 (30%) 
1 M Tris pH 8.5 
A. bidest. 
 
Meistens wurde für diesen Nachweis jedoch das SuperSignal® West Femto Kid von 
Pierce entsprechend der Anleitung für die Detektion über die Chemilumineszenz  
verwendet. 
 
2.2.5.8 Induktion der Proteinüberexpression durch IPTG 
Das entsprechende Überexpressionsplasmid wurde in E. coli BL21 transformiert. Für 
eine Proteinüberexpression wurde zunächst eine Vorkultur in LB - Medium ü.N. bei 
37 °C mit 210 rpm geschüttelt und am nächsten Tag im Volumen von 500 ml bis 1 L 
bis zu einer optischen Dichte (OD600) von 0,6 weiterkultiviert. Dann erfolgte die 
Induktion der Proteinüberexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Induktor für den 
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lac-operon) für weitere 2 bis 3 h. Vor IPTG-Zugabe und zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach IPTG-Zugabe erfolgte die Entnahme einer Probe für die Auftragung 
auf das SDS - Gel. 
 
2.2.5.9 Aufschluss der Bakterien über Ultraschall 
Die E. coli BL21 - Bakterien wurden durch Zentrifugation (15 min, 6000 g) pelletiert 
und in Extraktions- / Waschpuffer gelöst. Die Lyse der Zellen erfolgte durch 
Ultraschallbehandlung. Unlösliche Zellfragmente wurden durch eine anschließende 
Zentrifugation (30 min bei 12000 g bei 4 °C) von der löslichen Fraktion getrennt. Die 
unlösliche Fraktion wurde in denaturierendem Extraktions- / Waschpuffer (mit 8 M 
Harnstoff) noch einmal durch Ultraschallbehandung aufgeschlossen und 
anschließend noch einmal zentrifugiert (30 min bei 12000 g bei 4 °C). Der klare 
Überstand wurde als unlösliche Fraktion weiterverwendet. 
Alle Schritte wurden auf Eis bzw. gekühlt durchgeführt.  
Extraktions- / Waschpuffer: 
50 mM Natrium Phosphat 
300 mM NaCl 
 
Denaturierender Extraktions-/Waschpuffer: 
50 mM Natrium-Phosphat 
300 mM NaCl 
8M Urea (Harnstoff) 
 
2.2.5.10 Aufreinigung des Proteins aus der Proteinüberexpression über das 
TALON TM Metal Affinity Resins (Clontech) 
Bei den Talon Resin erfolgt eine Bindung des PCC1-His-Tag-Fusionsproteins aus 
der unlöslichen Fraktion in denaturierendem Extraktions- bzw. Waschpuffer. Die 
unlösliche Fraktion, welche das bakteriell überexprimierte Protein enthielt, wurde 
entsprechend der Talon - Anleitung im „Batch / Gravity Flow Column Purification“- 
Verfahren aufgereinigt und letztendlich über Imidazol eluiert (Vergleich Anleitung 
TALON TM Metal Affinity Resin). 
  
2.2.5.11 Dialyse des aufgereinigten Proteins  
Da das aufgereinigte Protein nach der Elution weiterhin in hochmolarem Harnstoff 
vorlag, musste es vor Immunisierung des Kaninchens gegen harnstofffreies 
Extraktions-/ Waschmedium (siehe 2.2.5.9) dialysiert werden. Hierzu wurde eine  
Spectral Pore CE (Cellulose Ester) Membran (Spectrum Laboratories) verwendet. 
Die Dialyse erfolgte über Nacht bei 4 °C. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Evaluierung der laut cDNA-Micro-Array nach avirulenter 
Pathogen-Interaktion differentiell exprimierten „Expressed 
Sequence Tags“ (ESTs)  
Ziel der Promotionsarbeit war es zunächst, neue Gene zu identifizieren, die im 
Rahmen der inkompatiblen Interaktion von Arabidopsis thaliana mit  dem avirulenten 
Bakterienstamm P. syringae pv. tomato + avrRPT2 induziert werden. Dazu standen 
Daten aus einem cDNA-„microarray“ zur Verfügung. Wie in der Veröffentlichung von 
Scheideler et al. (2002) beschrieben, wurde mit Hilfe eine cDNA-„microarrays“ die 
Expression von über 13.000 verschiedenen ESTs („Expressed Sequence Tags“) zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Pathogeninfiltration beschrieben. Hierzu wurde 10 
min, 2 h, 7 h und 24 h nach der Infiltration von 5 x 10 7 cfu („colony forming units“) 
des avirulenten Stammes P. syringae pv. tomato + avrRPT2, bzw. entsprechend 
nach der Infiltration von 10 mM MgCl2 –Lösung Blattmaterial von Col-0-Pflanzen 
geerntet. Aus diesem Material wurde die Gesamt-RNA extrahiert, anschließend 33P-
markierte cDNA synthetisiert und unter Verwendung des cDNA-Micro-Arrays die 
Expression der 13.000 verschiedenen ESTs untersucht und dokumentiert.  
Auf der Grundlage dieser Daten wurde in der hier beschriebenen Arbeit laut cDNA-
„microarray“ differenziell exprimierte Gene ausgewählt und der Versuch 
unternommen, die differenzielle Expression über die Northern-blot-Technik zu 
bestätigen. Hierzu wurden jeweils unabhängige Einzelexperimente durchgeführt und 
zu den Zeitpunkten 0, 1h, 2h, 3h, 7h und 24h nach der Infiltration der 
Bakteriensuspension bzw. der Kontrolllösung (10 mM MgCl2) infiltrierte Blätter von 6 
Wochen alten Pflanzen geerntet, die RNA extrahiert und Northern-blots mit 10 µg 
Gesamt-RNA hergestellt. Mit Hilfe von 32P markierten EST-spezifischen Sonden 
wurde die Kinetik der Expression der einzelnen ESTs ermittelt und dokumentiert. 
Später wurden auch Northern-blots mit 1 µg Poly-A+ RNA (polyadenylierter RNA) 
hergestellt, um die Sensitivität zu erhöhen und Kreuzreaktionen der DNA-Sonden mit 
ribosomaler RNA zu vermeiden. In der Tabelle 6 sind die auf diese Weise 
untersuchten ESTs aufgelistet.  
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Mit Hilfe der Northern-Technik wurden 29 Gene untersucht, die laut EST-
„microarray“-Analyse zumindest zu einem der Probenahmezeitpunkte nach 
Pathogeninokulation um den Faktor 2 differentiell exprimiert waren. Davon waren in 
den Versuchen mit der Northern-Technik 13 (44 %) nicht differentiell sondern 
insgesamt sehr gleichmäßig exprimiert. Bei 2 ESTs konnte statt einer Induktion eher 
eine Herunterregulation beobachtet werden. Bei 6 (rund 20 %) der untersuchten 
ESTs konnte auf der Northern-Ebene kein Signal detektiert werden. Bei 6 ESTs 
konnte auf der Northern-Ebene zumindest an einigen Zeitpunkten eine Induktion 
nach der Behandlung mit avirulenten P. syringae pv. tomato  (avrRPT2 ) im Vergleich 
zur MgCl2-Kontrolle detektiert werden. Jedoch gelang es nur bei einem EST, diese 
differenzielle Expressionsmuster in mehreren unabhängigen Versuchen 
überzeugend zu bestätigen. Aus diesem Grund wurde dieses EST163B24T7 zum 
Hauptuntersuchungsobjekt für die restliche Zeit der Promotion. 
 
Klonierung der vollständigen cDNA  
Es wurde über eine Datenbankanalyse (BLAST/ Gen-Locus At3G22231) die 
vollständige cDNA ermittelt und es erfolgte eine Klonierung der vollständigen cDNA 
über eine reverse Transkriptase-Reaktion und anschließende PCR-Reaktion mit 
genspezifischen Primern. Mit Hilfe der Primer „MMP21-BamHI-for“ und „MMP21-SalI-
Stop“ konnte die vollständige für das Protein kodierende Sequenz  amplifiziert 
werden. Nach einer Verifizierung der Sequenz über eine Sequenzierung stand das 
PCR-Produkt für eine Klonierung in Vektoren bzw. als Probe für die Radioaktiv-
Markierung zur Verfügung. In den Expressionsanalysen wurde fortan diese mit Hilfe 
der PCC1-spezifischen Primer amplifizierte DNA als Probe verwandt.  
 
 
 
 
 
 
 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
62
3.2 Expressionsanalysen zum Expressed Sequence Tag 163B24T7 
alias PCC1 (Pathogen and Circadian Controlled gene 1) 
 
Die Abbildung 14 zeigt den Verlauf der Expression von PCC1 in einem Poly-A+ 
Northern-blot. Wie man erkennen kann, zeigte sich hier eine deutlich differenzielle 
Expression. Bei den Zeitpunkten 7 und 24 Stunden nach dem Infiltrationsereignis 
sieht man bei der avirulenten Interaktion einen stärkeren Anstieg der EST163B24T7 
alias PCC1-mRNA-Menge als bei der MgCl2-Kontrolle (Abbildung 14). Allerdings fiel 
auf, dass auch nach der MgCl2-Behandlung ein Anstieg der PCC1–RNA Menge zum 
Zeitpunkt 7 h nach Infiltration erkennbar wurde. 
Diese Beobachtung bei den mit MgCl2-behandelten Pflanzen führte zu der 
Vermutung, dass der Anstieg bei diesen Kontrollpflanzen möglicherweise durch das 
Infiltrationsereignis hervorgerufen wurde.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.1 Einfluss von Verwundung auf die Expression des PCC1-Gens  
 
Aus diesem Grund wurde in der Folge untersucht, ob evtl. eine durch das 
Infiltrationsereignis verursachte Verwundung für den Anstieg der mRNA-Mengen in 
den Kontroll- bzw. auch in den pathogenbehandelten Pflanzen ursächlich war. Dazu 
wurden wiederum die Rosettenblätter 6 Wochen alter Arabidopsis Pflanzen mit einer 
Pinzette gequetscht, woraufhin mindestens ein Drittel der Blattfläche deutliche 
Quetschungen aufwies. Es handelte sich um Pflanzen im Kurztag (8,5 h Lichtphase). 
Die Quetschung erfolgte um 10:00 Uhr morgens. Somit befanden sich die Pflanzen 
       Pst avrRPT2           MgCl2
            0     1    2     3    7   24   0     1     2     3    7    24   
 
EST 163B24T7 
Abbildung 14: Expression von EST 163B24T7 in A. thaliana nach der Infiltration mit avirulenten P. 
syringae pv. tomato (avrRPT2) im Vergleich zu mit 10 mM MgCl2 behandelten Kontrollpflanzen. Es 
wurde eine 32P gelabelten EST163B24T7-spezifische Sonde mit einem Poly-A+-Northern-blot  (1 µg 
Poly-A+RNA pro Spur)  hybridisiert. 
 
h nach Infiltration: 
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zu diesem Zeitpunkt seit etwa 2 Stunden in der Lichtphase. Ab dem Zeitpunkt 30 
Minuten nach dem Verwundungsereignis (10:30 Uhr) wurden die gesamten Pflanzen 
alle 4 h geerntet und die Gesamt-RNA präpariert. Davon wurden 10 µg auf ein RNA-
Gel aufgetragen und geblottet. Das Ergebnis der Hybridisierung des entsprechenden 
Northern-blots mit einer PCC1-spezifischen DNA-Sonde ist in Abb. 15 dargestellt. Da 
es im weiteren Verlauf der Arbeit zur Darstellung einiger Zeitreihen kommt, bei der es 
insbesondere auch auf die Probenahmezeitpunkte ankommt, wird ein einheitlicher 
Zeitgeber eingeführt. Der Zeitpunkt T=0 entspricht immer dem 8:00 Uhr Zeitpunkt 
des 1. Versuchstags unmittelbar nach Tagesbeginn. Zum Zeitpunkt T=8,5 (16:30 
Uhr) schaltete sich in den Phytokammern das Licht ab und zum Zeitpunkt T=24 
wieder an usw. Als Orientierungshilfe werde diese Zeitgeberzeitpunkte in den 
folgenden Zeitreihen immer mit angegeben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Auch bei dieser Verwundungszeitreihe zeigte sich ein Anstieg der PCC1-mRNA-
Niveaus für PCC1 zu den Zeitgeberzeitpunkten 7,5/11,5, 31,5 sowie 55,5. Damit  
zeigte sich auch an den Tagen nach der Verwundung jeweils zum Tagesende ein 
Anstieg der PCC1-m-RNA-Mengen. Anhand dieser schied die bei dem 
Infiltrationsereignis entstehende Verwundung als kausale Ursache für den Anstieg 
der PCC1-mRNA-Menge bei den in Abschnitt 3.2 erwähnten MgCl2-Kontrollpflanzen 
aus, da auch an den Folgetagen ohne neuerliches Verwundungsereignis ein Anstieg 
der entsprechenden mRNA-Mengen zum Tagesende beobachtet werden konnte. 
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Abbildung 15: Expression von EST163B24T7 alias PCC1 nach  Verwundung. Arabidopsis thaliana-
Pflanzen wurden durch Quetschung verwundet und ab dem Zeitpunkt 30 min nach dem 
Quetschungsereignis alle 3 bis 4 h geerntet und 10 µg Gesamt-RNA pro Spur aufgetragen. Der 
Northern-blot wurde mit einer PCC1-spezifischen 32P -markierten Sonde hybridisiert und die Signale 
mit einem Hyperfilm erfasst. Als Ladekontrolle wurde ein Abschnitt der Methylenblaufärbung des 
Northern-blots abgebildet. Oben sind die Zeitgeberzeitpunkte angegeben (siehe Abb. 3.2.1). Die 
hellen und dunklen Balken (ganz unten) symbolisieren jeweils die Licht / Dunkelphasen, der die 
Pflanzen ausgesetzt waren. 
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3.2.2 Einfluss der Infiltration von virulenten und avirulenten Bakterien versus 
10 mM MgCl2 auf die Expression des PCC1-Gens  
Nachdem klar geworden war, dass das PCC1-Gen offenbar nicht nur nach 
Pathogenbehandlung induziert wird, sondern es auch unabhängig von 
Infiltrationsereignissen immer wieder zu einer Aktivierung kommt, wurden nun 
umfangreichere Versuche über mindestens 3 Tage durchgeführt, um den Verlauf der 
Expression von PCC1 über ein etwas breiteres Zeitfenster hinweg zu verfolgen.  
Bei diesen Infiltrationszeitreihen wurden die Pflanzen wie bisher mit 5 x 107 cfu 
virulenten (ohne avrRPT2)  bzw. avirulenten (+ avrRPT2) P. syringae pv. tomato  
infiltriert und es erfolgte eine Probenahme im 4-Stundenrhythmus.  Konkret erfolgte 
hier die Infiltration um 10 Uhr morgens. Die Probenahmen setzten 2 Stunden nach 
dem Infiltrationsereignis und 4 Stunden nach Tagesbeginn ein (damit zum 
Zeitgeberzeitpunkt T=4). 
Nach entsprechender Aufbereitung der RNA Proben wurden wiederum Northern-
blots mit je 10 µg Gesamt-RNA pro Spur hergestellt. In der Abbildung 16 ist die 
Kinetik der Expression des PCC1-Gens nach avirulenter und virulenter Pflanze-
Pathogen-Interaktion sowie die der entsprechenden MgCl2 -Kontrolle ersichtlich. Es 
zeigte sich, dass bei der avirulenten Interaktion die mRNA-Menge für das PCC1-Gen 
anstieg, für etwa 40 Stunden auf einen relativ gleichbleibend hohen Niveau blieb und 
dann wieder absank (1. Reihe Abb. 16). Nach der virulenten Interaktion war ebenfalls 
ein Anstieg der mRNA über einem längeren Zeitraum erkennbar, jedoch nahm die 
PCC1-mRNA Menge etwas früher als bei der avirulenten Interaktion, nämlich nach 
28 bis 30 Stunden, wieder ab (mittlere Reihe, Abb. 16). Bei den mit 10 mM MgCl2- 
infiltrierten Pflanzen wurde eine Zunahme der PCC1-mRNA Menge jeweils zum Ende 
des Tages ersichtlich (siehe Zeitpunkte 8, 32 und 56 h nach Versuchsbeginn). 
Dagegen wiesen die Kontroll-Pflanzen zum Zeitpunkt Frühmorgens unmittelbar vor 
Tagesbeginn (Zeitgeberzeitpunkte T=24 und T=48) immer sehr geringe PCC1-
mRNA-levels auf. Im Rahmen dieses Experiments konnte gezeigt werden, dass 
schon bei MgCl2-Behandlung unabhängig von einer Pathogen-Pflanze-Interaktion 
Schwankungen hinsichtlich der PCC1-mRNA Niveaus vorlagen. Damit zeigte sich, 
dass PCC1 offenbar einer diurnalen oder auch circadianen Steuerung unterliegt. 
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3.2.3 Untersuchung der Kinetik der PCC1-mRNA unter Licht- / 
Dunkelbedingungen (Kurztag) sowie unter Dauerlichtbedingungen (LL) bei A. 
thaliana (Col-0) 
Gene können rein Licht-gesteuert sein, d.h. der Lichtreiz alleine ist hinreichend für 
die Induktion des Gens. Im Unterschied dazu gibt es Gene, die von der circadianen 
Uhr gesteuert werden. In solchen Fällen bleibt das Expressionsverhalten auch unter 
konstanten Bedingungen (z.B. Dauerlicht) rhythmisch. Um zu klären, ob die 
Expression von PCC1 rein Licht oder circadian gesteuert ist, wurden in einem 
weiteren Versuch Proben von unbehandelten Pflanzen unter Kurztag-Bedingungen 
untersucht (8,5 h Licht/15,5 h Dunkel). Dazu wurden zudem parallel zuvor in Kurztag-
Bedingungen herangezogene und entsprechend auf Kurztagbedingungen 
          
PCC1 
 RNA 
  RNA 
 RNA 
 
Abbildung 16: PCC1-Expression in A. thaliana nach Infiltration von avirulenten Pst (oben) und 
virulenten Pst (mitte) sowie nach Infiltration von 10 mM MgCl2–Lösung (unten). Mit Hilfe von 32P-
markierte PCC1–spezifischer DNA-Sonde und Northerns-blots mit Gesamt-RNA Proben (10 µg pro 
Spur). Die jeweilige Methylenblaufärbung der Northern-blots wurde als Ladekontrolle ergänzt. Die 
hellen und dunklen Balken (ganz unten) symbolisieren jeweils die Licht-/Dunkelphasen, der die A. 
thaliana (Col-0) Pflanzen ausgesetzt waren. Die Zahlen über der Abbildung wie bereits im Abschnitt 
3.2.1 die Zeitgeberzeitpunkte. 
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synchronisierte A. thaliana- (Col-O) Pflanzen ins Dauerlicht überführt, dann von 
beiden Serien alle 4 h Proben genommen und wiederum Northern-blots mit einer 
PCC1-spezifischen 32P-markierten Probe hybridisiert. In der folgenden Abbildung 17 
ist oben die Kinetik der Expression von PCC1 in Pflanzen unter Licht-/ 
Dunkelbedingungen und unten nach Überführung in Dauerlichtbedingungen (LL) 
abgebildet. Bei Betrachtung der PCC1-spezifischen Signale der Zeitreihe unter Licht- 
/ Dunkelbedingungen wurde deutlich, dass die PCC1-mRNA-Mengen immer zum 
Tagesende ihr Maximum aufwiesen und in der Nacht die mRNA-Niveaus auf niedrige 
Niveaus abfielen (Abbildung 17 oben). Deutlich erkennbar lagen die Maxima bei den 
Zeitgeberzeitpunkten 8, 32, 56  und 80  und die Minima bei den Zeitgeberzeitpunkten 
24 , 48, 72. Bei den Pflanzen unter Dauerlicht-Bedingungen (LL) wurde in der ersten 
theoretischen Nacht ein längerer Anstieg der PCC1-mRNA-Menge beobachtet 
(Zeitgeberzeitpunkte 12 und 16). Danach nahm das PCC1-mRNA-Niveau wieder ab 
und es kam wieder zu einer rhythmischen Expression mit Maxima zu den 
Zeitgeberzeitpunkten 36, 60 und 84 nach Versuchsbeginn.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: Kinetik der PCC1- Expression unter Licht/Dunkel-Bedingungen (oben) und unter 
Dauerlicht-Bedingungen (unten). Beobachtet wurde ein Zeitfenster von 84 h. Jeweils oben sind 
die Autoradiogramme resultierend aus der Hybridiserung der PCC1-spezifischen Sonde mit den 
entsprechenden 10 µg pro Spur enthaltenden Northern-blots abgebildet. Jeweils darunter die 
Methylenblaufärbung der Northern blots als Ladekontrolle. Die Balken stellen den Tag/Nacht-
Rhythmus dar, wobei die grauen Balken (unten) die theoretischen Nacht-Phasen 
veranschaulichen. Oben sind die Zeitgeberzeitpunkte angegeben. 
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Folglich kam es trotz Dauerlichtbedingungen zu einem zyklischen Anstieg der PCC1 
-mRNA-Mengen mit einer Periode von ca. 24 Stunden, wobei hier die Maxima im 
Vergleich zu den Pflanzen im Licht/Dunkel zeitlich um ca. 4 bis 6 Stunden 
verschoben wurden. Dieses Expressionsmuster konnte in 2 unabhängigen 
Versuchen reproduziert werden. Auf der Grundlage der bisher erarbeiteten 
Informationen wurde das Gen als PCC1 für „pathogen and clock controlled 1“ 
bezeichnet. 
 
3.2.4 Untersuchung zum Einfluss der Pathogeninfiltration auf eine zentrale 
Komponente der inneren Uhr in Arabidopsis thaliana (Col-0)-Pflanzen  
Da PCC1 offenkundig eine circadiane Rhythmik zeigte, war es naheliegend zu 
spekulieren, dass PCC1 selbst eine Komponente der inneren Uhr sein könnte. Dann 
sollten allerdings auch andere zentrale Komponenten der inneren Uhr durch 
Pathogeninfiltration in ihrer Expression beeinflusst sein. Um das zu testen, wollten 
wir das Verhalten von Genen, die bereits als Komponenten der inneren Uhr 
beschrieben worden sind, in der Folge einer Pflanze-Pathogen-Interaktion 
analysieren und überprüfen, ob solche Komponenten auch ein verändertes 
Expressionsmuster aufweisen. Um den Einfluss der Pathogenbehandlung auf die 
Expression von „Uhr“-Genen zu ermitteln, wurde eine CCA1 („Circadian Clock 
Associated gene 1“)-spezifische Sonde hergestellt. Wenn dieses Gen z.B. durch 
Mutation ausfällt bzw. durch einen 35S:: -Promotor konstitutiv exprimiert wird, werden 
zahlreiche circadian gesteuerte Mechanismen in ihrer Rhythmizität gestört. In der 
nächsten Abbildung ist die Expression von CCA1 nach Infiltration avirulenter, 
virulenter P. syringae pv. tomato und nach MgCl2 -Infiltration dargestellt. Hierzu 
wurden die Northern-blots aus 3.2.2 wiederverwendet. Bei allen drei Zeitreihen, der 
P. syringae-Infiltration (avirulent, virulent) und  der MgCl2 -Infiltration, zeigte sich das 
gleiche Expressionmuster für das CCA1-Gen. Man sieht jeweils zu den 
Zeitgeberzeitpunkten 24 und 48, d.h. jeweils unmittelbar vor Tagesbeginn, erhöhte 
mRNA-Niveaus. Dieses Resultat verdeutlicht, dass die rhythmische Expression des 
CCA1-Gens nicht durch ein Ereignis wie die Pathogen-Pflanze-Interaktion beeinflusst 
wird. Ausgehend von diesem Ergebnis wurde postuliert, dass die Steuerung der 
Expression des PCC1-Gens zwar unter Dauerlichtbedingungen durch das circadiane 
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System erfolgt, aber die veränderte Expression nach Pathogenbehandlung nicht 
durch Komponenten der inneren Uhr vermittelt wurde.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.5 Untersuchung der PCC1-Expression in 35S::CCA1-Pflanzen  
Um Hinweise darauf zu erhalten, ob die Expression des PCC1-Gens direkt oder 
indirekt durch zentrale Komponenten der inneren Uhr kontrolliert wird, wurde ein 
Versuch mit 35S::CCA1-Pflanzen durchgeführt. Bei diesen Pflanzen steht das CCA1-
Gen unter der Kontrolle des 35S-Promotors, was zu einer starken, konstitutiven 
Expression dieses zentralen „Uhr“-Gens führt. Dies hat eine Störung vieler circadian 
gesteuerter Prozesse zur Folge. In der folgenden Abbildung wurde das Ergebnis der 
Analyse der PCC1-Expression in CCA1ox-Pflanzen dargestellt.  
Abbildung 18: CCA1-Expression in A. thaliana nach Infiltration mit avirulenten Pst avrRPT2 (oben) , 
virulenten Pst (mitte) sowie nach Infiltration mit 10 mM MgCl2 -Lösung (unten). Das 
Autoradiogramm resultierte aus der Hybridierung der Northern-blots des avr-, vir-, MgCl2
Experiments (Vgl. 3.2.2) mit einer 32P markierten CCA1-spezifischen Sonde. Die Darstellung 
beinhaltet wiederum die Methylenblau-Färbungen der Northern-blots als Ladekontrolle sowie eine 
Darstellung des Tag- / Nacht-Rhythmus, dem die Pflanzen ausgesetzt waren. Die Zahlenreihe oben 
stellt einen Zeigeber dar. 
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Wie im Abschnitt 3.2.3 beschrieben, wurden die Pflanzen bis zur Überführung ins 
Dauerlicht in Licht-Dunkel-Bedingungen herangezogen und unmittelbar nach 
Überführung ins Dauerlicht Proben entnommen. Es wurde festgestellt, dass unter 
Licht-/Dunkel-Bedingungen auch bei den 35S::CCA1-Pflanzen eine rhythmische 
Expression von PCC1 vorlag (oben), wohingegen sich unter Dauerlichtbedingungen 
im Gegensatz zum Wildtyp Col-0  (siehe auch Abschnitt 3.2.3) keine deutliche 
Rhythmik der PCC1-Genexpression etablierte. Dies deutet auf eine Rolle des CCA1-
Gens und damit der inneren Uhr bei der Kontrolle der Genexpression von PCC1 
unter Dauerlichtbedingungen hin. Dagegen ist die Rolle der circadianen Uhr bei 
Licht-/Dunkelbedingungen offensichtlich eher untergeordnet, da hier auch in 
35S::CCA1-Pflanzen noch eine deutliche diurnale Rhythmik vorliegt. 
 
 
 
Abbildung 19: Expression von PCC1 in 35S::CCA1-Pflanzen unter Licht-/Dunkelbedingungen 
(oben und unter Dauerlichtbedingungen (unten). Die Autoradiogramme resultierten aus 
Northern-blots mit 10 µg Gesamt-RNA pro Spur und der Hybridisierung mit einer 32P-gelabelten 
PCC1-spezifischen Sonde. Zudem wurden jeweils die Methylenblaufärbungen der Northern-
blots als Ladekontrolle abgebildet und eine schematische Darstellung des Tag-Nacht-
Rhythmus ergänzt, wobei die grauen Balken der theoretischen Nacht entsprechen. Die 
Zahlenreihe stellt den Zeitgeber dar. 
PCC1 
PCC1 
RNA 
RNA 
K
ur
zt
ag
 
D
au
er
lic
ht
 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
70
 
3.2.6 Analysen zum Einfluss einiger wichtiger Komponenten der 
Pathogensignaltransduktion auf die Expression von PCC1  
Im Rahmen dieser Analysen wurde mit Hilfe verschiedener Arabidopsis Mutanten 
untersucht, inwieweit einige ausgewählte, bereits bei A. thaliana beschriebene 
Komponenten der Pathogen-abhängigen Signaltransduktion an der Induktion der 
Expression von PCC1 nach Infiltration mit dem avirulenten Pathogen P. syringae pv. 
tomato (+avrRPT2) beteiligt sind. Dazu wurden die Mutanten rps2, npr1, eds1, ndr1, 
ein2, pad4, die transgene Linie NahG, Col-0 Pflanzen und der A. thaliana Ökötyp 
Landsberg erecta-0 (Ler-0) im Alter von ca. 6 Wochen mit 5 x 107 cfu P. syringae pv. 
tomato + avrRPS2 infiltriert und am nächsten Morgen um 8:00 Uhr (unmittelbar nach 
Tagesbeginn) geerntet. Parallel wurden jeweils Kontrollpflanzen jeder Variante mit 10 
mM MgCl2 -Lösung infiltriert und ebenfalls entsprechend geerntet.  
Aus den bisherigen Analysen der Expression von PCC1 in A. thaliana (Col-0) 
wussten wir, dass nach Infiltration am Vortag zum Zeitpunkt 8:00 (unmittelbar nach 
Tagesbeginn) in MgCl2 –behandelten Pflanzen niedrige mRNA-Mengen von PCC1 zu 
erwarten waren, wohingegen nach Infiltration avriulenter P. syringae die PCC1-
Mengen zu diesem Zeitpunkt deutlich erhöht sind. Im Rahmen dieses Versuches 
sollte ermittelt werden, ob sich der Funktionsverlust der jeweiligen Mutanten bzw. 
das Fehlen von Salicylsäure auf die pathogenbedingte Induktion der Expression von 
PCC1 auswirkt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: PCC1-Expression in den verschiedenen Signaltransduktionsmutanten und den 
entsprechenden Wildtypkontroll-Ökotypen Col-0 und Landsberg 20 h nach Infliltration mit 
avirulenten Pst (avrRPT2) (+) bzw. 20 h nach MgCl2 –Infiltration (-) unmittelbar nach Tagesbeginn 
um 8:00 Uhr. Als Ladekontrolle wurde jeweils die entsprechende Methylenblaufärbung des 
Northern-blots beigefügt.  
 +     -     +     -    +    -    +     -    +     -     +     -    +     -    +    -
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Auf dem resultierenden Autoradiogramm (Abbildung 20) ist erkennbar, dass die 
mRNA-Mengen bei den Arabidopsis Ökotypen bzw. Mutanten Col-0, rps2-101C, 
ein2-1, dem Ökötyp Landsberg erecta, pad4-2 und eds1-2 nach avirulenter Pflanze-
Pathogen-Interaktion jeweils höhere PCC1-mRNA-Niveaus erreichten als nach der 
MgCl2-Kontrollbehandlung. Dagegen ist bei der transgenen NahG-Linie als auch bei 
der npr1-Mutante keine differentielle Expression nach der Pathogenbehandlung im 
Vergleich zur MgCl2 -Kontrollbehandlung festzustellen. In beiden Fällen waren die 
PCC1-mRNA-Mengen sehr niedrig. Dies deutete auf eine Beteiligung des NPR1-
Gens sowie von Salizylsäure (SA) bei der Regulation der Expression von PCC1 hin. 
Das NahG-Gen codiert für eine bakterielle Salicylat-Hydroxylase aus dem Bakterium 
Pseudomonas putitida, die Salizylsäure in Catechol umwandelt. Der Ausfall der 
anderen untersuchten Signaltransduktionskomponenten wirkte sich nicht negativ auf 
die Induktion der Expression von PCC1 aus, was verdeutlichte, dass diese Gene 
nicht zwingend für eine pathogenabhängige Aktivierung des  PCC1-Gens erforderlich 
sind. 
 
Expression von PCC1 in ndr1-Pflanzen 
Zur Vervollständigung der Untersuchung der Rolle von bereits bekannten 
Komponenten der Signaltransduktion wurde zusätzlich ein Versuch mit ndr1-1 
Mutanten im Vergleich zu Col-0-Pflanzen durchgeführt. Dazu wurden diese Pflanzen 
mit P. syringae pv. tomato infiltriert und wiederum die RNA der Pflanzen zum 
Zeitpunkt 18 bis 20 h nach Infiltration isoliert, um zu klären, ob sich ein Fehlen von 
NDR1 auf die Induktion von PCC1 nach der Pathogeninfiltration auswirkt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 +        -         +          - 
PCC1
RNA 
ndr1-1       Col-0
Abbildung 21: PCC1-Expression in  ndr1-1 und 
Col-0-Wildtyppflanzen ca. 20 h nach Infiltration 
mit avirulenten Pst avrRPT2 (+) bzw. 20 h 
nach MgCl2-Infiltration unmittelbar nach 
Tagesbeginn. Das Autoradiogramm resultierte 
aus der Hybridisierung einer PCC1-
spezifischen 32P markierten Sonde mit dem 
Northern-blot mit jeweils 10 µg Gesamt-RNA 
pro Spur. Als Ladekontrolle wurde jeweils die 
entsprechende Methylenblaufärbung des 
Northern-blots abgebildet.  Pst 
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In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass sowohl in den ndr1-1-Pflanzen als auch im 
Col-0 Wildtyp eine deutliche Induktion der Expression von PCC1 in der Folge der 
Pathogenbehandlung (+) erkennbar wurde, wohingegen bei den jeweiligen mit 
MgCl2-infiltrierten Negativkontrollen (-) keine PCC1-mRNA detektierbar war. Folglich 
ist auch ndr1 nicht essentiell für die pathogenbedingte Induktion der  PCC1-
Expression. 
 
3.2.7 Expression von PCC1 nach Pathogeninfiltration in A. thaliana (Col-0) und 
in transgenen NahG-Pflanzen  
In einem weiteren Versuch wurde die Expression von PCC1 in A. thaliana (Col-0) 
Pflanzen und in transgenen NahG-Pflanzen mit Hilfe der Northern-blot-Technik 
untersucht. In diesem Fall wurden die Pflanzen analog zum Versuch im Abschnitt  
3.2.6 mit 5 x 107 cfu P. syringae pv. tomato (+ avrRPT2) bzw. 10 mM MgCl2 infiltriert 
und anschließend erfolgte in diesem Experiment zu 3 Zeitpunkten (5 h, 10 h und 20 h 
nach der Infiltration) jeweils eine Probenahme. In dem nächsten abgebildeten 
Autoradiogramm wurde ersichtlich, dass die bei den mit avirulenten P. syringae 
infiltrierten Col-0 Pflanzen sowohl nach 5, 10 und 20 Stunden nach der Infiltiration 
deutliche Signale für PCC1 aufwiesen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  +      +      +      -      -       -       +     +      +      -       -      - 
5h   10h  20h   5h   10h  20h  5h   10h  20h  5h   10h  20h
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b 
             Col-0           NahG 
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     RNA 
Abbildung 22: PCC1-Expression in Col-0-Pflanzen und NahG-Pflanzen zu verschiedenen Zweitpunkten 
nach Infiltration mit avirulenten Pst (+avrRPT2) (+) bzw. nach Behandlung mit MgCl2 Lösung (-). Das 
Autoradiogramm resultiert aus der Hybridisierung einer PCC1-spezifischen 32P markierten Sonde mit dem 
entsprechenden Northern-blot  mit 10 µg Gesamt-RNA pro Spur. Ebenfalls abgebildet wurde die 
Methylenblaufärbung als Ladekontrolle. Außerdem wurde der Probenahmezeitpunkt in Stunden (h) nach 
Infiltration angegeben. Die oben genannten Zahlen entsprechen dem Zeitgeber. 
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Im Falle der MgCl2 -Infiltration sieht man lediglich zum Zeitpunkt 5 sowie 10 Stunden 
nach dem Infiltrationsereignis deutliche PCC1-spezifische Signale. Dies entspricht 
den bisherigen Beobachtungen, die besagen, dass die PCC1–mRNA Niveaus in 
unbehandelten Col-0 Pflanzen jeweils zum Tagesende und zu Beginn der 
Nachtphase hoch sind. Erwartungsgemäß war bei der MgCl2-Kontrolle die PCC1-
mRNA-Menge in Col-0 zum 20-Stunden-Zeitpunkt (unmittelbar nach Tagesbeginn, 
Zeitgeberzeitpunkt 24) wieder niedrig, folglich war zu diesem Zeitpunkt keine PCC1-
mRNA detektierbar. In den parallel infiltrierten NahG-Pflanzen war zu keinem 
Zeitpunkt ein PCC1-spezifisches Signal erkennbar. Dieses Ergebnis macht deutlich, 
dass in NahG-Pflanzen eine Expression von PCC1 grundsätzlich stark vermindert ist. 
Dies deutet auf eine Bedeutung der Salicylsäure sowohl für die circadian gesteuerte 
als auch für die pathogenbedingte Expression von PCC1 hin. 
 
3.2.8 Untersuchungen zur Expression des AthGRP7-Gens nach 
Pathogeninfiltration in A. thaliana (Col-0) und in transgenen NahG-Pflanzen  
In den letzten Versuchen hatte sich herausgestellt, dass die Expression von PCC1 in 
NahG-Pflanzen ausblieb oder sich zumindest auf einem mit Northern-blot nicht mehr 
detektierbaren Niveau bewegte. Deshalb stellte sich die Frage, ob andere vom 
circadianen System gesteuerte Gene aus A. thaliana ebenfalls vom Vorhandensein 
von Salizylsäure abhängig sind. Um dies exemplarisch zu prüfen, wurde das 
AtGRP7-Gen (Heintzen et al., 1997) ausgewählt, welches eine stabile circadiane 
Rhythmik zeigt. Das Maximum der Expression liegt auch bei AtGRP7 am Tagesende. 
Eine entsprechende AtGRP7-spezifische Sonde wurde hergestellt, mit 32P markiert 
und die RNA-Proben des Col-0 bzw. NahG-Infiltrationsversuches (siehe Abschnitt 
3.2.7) erneut als Northern-blot aufgetragen und mit der AtGRP7-Sonde hybridisiert.  
Das daraus resultierende Autoadiogramm ergab deutliche AtGRP7-spezifische 
Signale jeweils zum Zeitpunkt 5 Stunden nach dem Infiltrationsereignis, was im 
Tagesrhythmus dem Zeitpunkt kurz nach Ende der Lichtphase entsprach. Diese 
Beobachtung stimmte mit den Literaturangaben überein, wonach AtGRP7 immer 
zum Abend aktiviert wird. Im Gegensatz zur Expression PCC1 war das 
Expressionsmuster des AtGRP7-Gens in NahG-Pflanzen nicht von dem 
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Expressionsmuster der Col-0 Pflanzen zu unterscheiden. Auch zeigte sich das 
AtGRP7-Gen unbeeinflusst von der Pathogeninfiltration (siehe Abbildung 23). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.9 Analysen zum Einfluss des npr1-Funktionsverlusts auf die circadiane 
Expression von PCC1 
In Kapitel 3.2.6 wurde gezeigt, dass nach einer Pathogeninfiltration keine Induktion 
der Expression von PCC1 erfolgte, wenn kein funktionales NPR1 vorhanden war. In 
Kapitel 3.2.7 konnte zudem der Hinweis auf eine Salicylsäure-Abhängigkeit der 
Expression von PCC1 ausgearbeitet werden und gezeigt werden, dass in transgenen 
NahG-Pflanzen PCC1 weder circadian rhythmisch exprimiert wird noch durch 
Pathogenbehandlung induziert werden konnte. Dies führte zu der Frage, ob die 
rhythmische Expression von PCC1 ebenfalls bei den npr1-Pflanzen inhibiert sein 
würde. Um dies zu klären, wurden parallel npr1- sowie Col-0-Pflanzen unter 
Kurztagbedingungen zu den Zeitpunkten 8:00, 12:00, 16:00 und 20:00 Uhr geerntet, 
die RNA wiederum geblottet und mit einer PCC1-spezifischen Probe hybridisiert. In 
  -       -        -       +      +      +       -       -       -     +       +      +  
5h   10h   20h    5h  10h   20h   5h   10h   20h  5h   10h   20h 
             Col-0               NahG 
AtGRP7 
  RNA 
Abbildung 23: AtGRP7 -Expression in Col-0-Pflanzen und NahG-Pflanzen zu verschiedenen 
Zweitpunkten nach Infiltration mit avirulenten Pst (+avrRPT2) (+) bzw. nach Behandlung mit 10 mM 
MgCl2 Lösung (-). Das Autoradiogramm resultiert aus der Hybridisierung einer AtGRP7-spezifischen 32P 
markierten Sonde mit dem entsprechenden Northern-blot mit 10 µg Gesamt-RNA pro Spur. Ebenfalls 
abgebildet wurde die Methylenblaufärbung als Ladekontrolle. Außerdem wurde der Probenahmezeitpunkt 
in Stunden (h) nach Infiltration angegeben. Die oben genannten Zahlen entsprechen dem 
Zeitgeberzeitpunkten (siehe 3.2.1). 
 
   Pst 
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der nächsten Abbildung 24 ist erkennbar, dass die bereits beschriebene circadiane 
Rhythmik bei den Col-0-Pflanzen sehr klar erkennbar war. Dagegen blieben die 
PCC1-mRNA-Niveaus bei den npr1-Pflanzen durchgehend niedrig, was auf eine 
Funktion von NPR1 auch bei der circadianen Expression von PCC1 hinweist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.10 Analysen zum Einfluss von verschiedenen Lichtqualitäten auf die 
Expression von PCC1  
Obwohl das PCC1-Gen zumindest unter Dauerlichtbedingungen offenbar durch das 
circadiane System gesteuert wird, spielt der Faktor Licht bei der Expression von 
PCC1 eine sehr wichtige Rolle. Mit entsprechenden Vorversuchen mit Pflanzen im 
Dauerdunkel (nach Licht/ Dunkel-„Entrainmentphase“) wurde festgestellt, dass unter 
Dauerdunkelbedingungen (DD = „dark / dark“) auf der Northern-Ebene keine 
nachweisbaren PCC1-mRNA Mengen vorhanden waren. 
 
 
PCC1 
  RNA 
             npr1 -1                   Col-0 
  0     4       8        12        0  4    8        12 
Abbildung 24: PCC1-Expression in unbehandelten npr1-1- bzw. in Col-Wildtyp-Pflanzen zu 
verschiedenen Zeitpunkten im Tagesverlauf. Das Autoradiogramm resultiert aus der Hybridisierung 
einer PCC1-spezifischen 32P-markierten Sonde mit dem Northern-blot mit jeweils 10 µg Gesamt-RNA 
pro Spur. Geerntet wurde zu den Zeitpunkten 0 h, 4 h, 8 h und 16 h nach Tagesbeginn was dem 
Zeitgeberzeipunkten 0, 4, 8, 12 entspricht (siehe oben). Als Ladekontrolle wurde die entsprechende 
Methylenblaufärbung des Northern-blots beigefügt. Die Balken deuten an, zu welcher Tages- / 
Nachtzeit die Probenahmen erfolgten. Oben sind die Zeitgeberzeitpunkte aufgeführt. 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
76
Um den Einfluss des Faktors Licht auf die Expression von PCC1 detaillierter zu 
entschlüsseln, wurde ein Versuch mit Lichtfiltern durchgeführt. Es wurden unter 
Kurztagbedingungen synchronisierte Arabidopsis Col-0 Pflanzen zeitgleich  
 
a) in Dauerlicht-Bedingungen (Weißlicht)  
b) in Dauerdunkel-Bedingungen („dark-box“) 
c) ausschließlich unter Blaulicht  = 500-600 nm (Dauerlicht) 
d) ausschließlich unter Hellrotlicht   = 635-685 nm (Dauerlicht) 
e) ausschließlich unter Dunkelrotlicht = 680-740 nm (Dauerlicht )  
 
inkubiert, und wie in den vorangegangenen Versuchen alle 4 h je eine Pflanzenprobe 
entnommen und wiederum die Kinetik der Expression von PCC1 analysiert. Dabei 
zeigte sich wie bereits beschrieben, dass unter Dauerlichtbedingungen die mRNA-
Mengen in der ersten gedachten Nacht weiter ansteigen und es dann letztlich wieder 
zu einer zyklischen Expression von PCC1 kommt mit Maxima zu den Zeitgeberzeit-
punkten 32 / 36 sowie 56 / 60 nach Versuchsbeginn (siehe Abbilung 25 oben). 
Nach dem Transfer ins Dauerdunkel waren über den gesamten Versuchszeitraum 
von 60h keine auf Northern-Ebene nachweisbaren mRNA-Mengen für PCC1 
vorhanden (Abbildung 25, 2. Reihe). Unter ausschließlicher Exposition mit Hellrot (R) 
zeigt sich hinsichtlich der Kinetik von der Expression von PCC1 ein sehr ähnliches 
Muster, wie bei den Pflanzen unter Dauer(weiß)-Licht (Abbildung 25, 3. Reihe).  Das 
heißt, es kommt erst zu einem Anstieg der PCC1-mRNA Mengen und dann wieder 
zu einer rhythmischen Expression (hier mit den Maxima zu den Zeitgeberzeitpunkten 
48 und 60). Bei der Zeitreihe der Pflanzen unter ausschließlicher 
Dunkelrotbestrahlung (Abbildung 25, 4. Reihe) ist die Expression wie bei den 
Pflanzen im Dauerdunkel über den gesamten Versuchszeitraum fast nicht 
nachweisbar (ganz schwache Signale zum Ende des Versuchszeitraums). Unter 
ausschließlicher Blaulichtbestrahlung (Abbildung 25, untere Reihe) kommt es zu 
einem langsamen, aber stetigen Anstieg der PCC1-spezifischen mRNA-Mengen. 
Diese kontinuierliche Zunahme beginnt zum Zeitgeberzeitpunkt und die Steigerung 
der Expression von PCC1 setzt sich bis zum Ende des Versuchszeitraums fort. 
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0    4   8  12  16  24 28  32  36 40  48 52  56  60  
Abbildung 25: PCC1-Expression in A.thaliana unter verschiedenen (Dauer-)Lichtbedingungen 
bzw.  Dauerdunkelbedingungen. Abgebildet ist die Expression von PCC1 im Dauerlicht (LL, 
Weißlicht); im Dauerdunkel (DD), im Dauerhellrotlicht (R), im Dauerdunkelrotlicht (FR), Pflanzen 
im Dauerblaulicht (BL). Vor Versuchsbeginn wurden die Pflanzen unter Kurztagbedingungen 
synchronisiert und erst zum Zeitgeberzeitpunkt T = 0 Versuchsbeginn unter den jeweiligen 
Lichtbedingungen inkubiert und daraufhin erfolgten die entsprechenden Probenahmen (siehe 
Zeitgeber oben). Es wurden wieder jeweils 10 µg Gesamt-RNA pro Spur aufgetragen und mit 
Hilfe einer 32P markierten PCC1-spezifischen Sonde die Expression von PCC1 erfasst. Als 
Ladekontrolle wurden die methylenblaugefärbten Blots abgebildet. Die Balken im unteren Teil 
der Abbildung stellen den Tag-/Nacht-Rhythmus dar, wobei die grauen Balken für die 
gedachten Nachtphasen stehen (abgesehen von den Pflanzen im Dauerdunkel). Die Zahlen 
oben entsprechen den Zeitgeberzeitpunkten. 
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PCC1 ist sehr vielseitig und durch verschiedenste Faktoren kontrolliert bzw. induziert. 
Auf der einen Seite ist die Expression von PCC1 unter Dauerlichtbedingungen durch 
die innere Uhr gesteuert, andererseits ist sie lichtabhängig, was unter 
Dauerdunkelbedingungen bzw. bei auschließlicher Dunkelrotlichtbestrahlung zu einer 
weitgehenden Inhibition der Expression von PCC1 führt. 
 
3.3 Herstellung und Charakterisierung von transgenen 
35S::PCC1-Linien  
3.3.1 Herstellung von 35S::PCC1-Linien mit Hilfe des pCHF1-Vektors  
Klonierung von PCC1 in den pCHF1-Vektor  
Um Hinweise über die Funktion eines unbekannten Gens zu erhalten, bietet es sich 
an, das entsprechende Gen über den CaMV 35S-Promotor in Arabidopsis zu 
exprimieren. Dies führt zu einer konstitutiv starken Expression des überexprimierten 
Gens. Entsprechend den Angaben im Abschnitt 2.2.4.4 wurde die kodierende 
Sequenz zwischen die 35S::Promotor-Elemente und den Rbcs-Terminator aus der 
Erbse kloniert. Zunächst wurde das Konstrukt in E.coli Zellen transformiert 
(Elektroporation) und nach Überprüfung des Inserts erfolgte die Transformation des 
pCHF1-PCC1-Konstrukts in den Agrobakterienstamm GV3101 (pMP90RK) für die 
Arabidopsis-Blütentransformation.  
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Gentamycin50 Selektion auf M+S-Agar-Platten; a) Col-0 Gentamycin-Kontrolle, Pflanzen 
können keine Wurzeln entwickeln und sterben ab, b) Beispiel einer T3-Selektion, bei der 35S::PCC1-
Pflanzen nicht homozygot waren. Dementsprechend waren nicht-resistente Pflanzen (hier rot 
eingekreist) und resistente Pflanzen mit grünen Kotelydonen und Wurzeln vorhanden. 
a) b) 
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Der pCHF1-Vektor vermittelt auf der Pflanzenebene eine Gentamycin-Resistenz für 
die Selektion der transformierten Pflanzen (siehe Abbildung 26).  
Vier homozygote 35S::PCC1-Linien, nämlich 35S::PCC1-3, 35S::PCC1-4, 
35S::PCC1-7 und 35S::PCC1-8 wurden für die weitere Charakterisierung des PCC1-
Überexpressionsphänotyps ausgewählt.  
 
3.3.2 Bestätigung der 35S-Promotor gesteuerten konstitutiv starken Expression 
von PCC1 in transformierten 35S::PCC1-Linien mit Hilfe der quantitativen PCR 
Nach der Herstellung der 35S::PCC1-Linien galt es, die durch den 35S-Promotor 
gesteuerte Überexpression des PCC1-Gens nachzuweisen. Je nach dem, wo im 
Genom sich die T-DNA integriert, kann es zwischen verschiedenen mit dem 
identischen Konstrukt transformierten Linien durchaus zu unterschiedlichen 
Expressions-Niveaus kommen. Um die konstitutive Expression von PCC1 durch die 
Transformation des 35S::PCC1-Konstruktes sicherzustellen, wurde die Expression 
über die Methode der quantitativen „real time“ PCR benutzt. Dazu wurden zunächst 
von Col-0-Pflanzen sowie von den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 zu fünf 
verschiedenen Zeitpunkten (8:00, 12:00, 16:00, 20:00 und 24:00 Uhr) Proben 
entnommen und die RNA präpariert. Diese RNA (0,5 bis 1 µg) wurde als Matrize in 
eine reverse Transkriptase-Reaktion  eingesetzt und die daraus resultierende cDNA 
wurde als Matrize in die quantitative “real-time” PCR eingesetzt (ABI 7000-System 
mit SYBR-green als Fluoreszenzfarbstoff). Wie im Material- und Methodenteil 
beschrieben, wurde die RNA-Menge des Zielgens immer relativ zum Actin 2-Gen 
bestimmt und dargestellt. In der Abbildung 27 wurden die relativen PCC1-mRNA-
Mengen dargestellt. Es wurde ersichtlich, dass wie erwartet, bei der Col-0 Kontrolle 
die mRNA-Mengen für das PCC1-Transkript im Tagesverlauf schwanken, wobei das 
Maximum zum 16:00 Uhr Zeitpunkt lag. Bei allen 35S::PCC1-Linien lagen die PCC1-
mRNA-Niveaus durchgehend mindestens auf dem Niveau des Maximums bei der 
Col-0 Kontrolle. Folglich lag bei allen Linien eine konstitutiv hohe Expression von 
PCC1 vor, wobei die Niveaus bei den Linien 3 und 4 leicht niedriger lagen als bei den 
Linien 7 und 8. Dieses Resultat konnte bei einem unabhängigen  
Wiederholungsversuch auf die gleiche Weise bestätigt werden. 
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3.3.3 Analysen zum Einfluss der PCC1-Überexpression auf die endogene 
Expression von PCC1 in der transformierten Linie 35S:: PCC1 –Linie 3 
Von dem AtGRP7 Gen, welches u.a. durch die innere Uhr kontrolliert wird, wurde 
berichtet, dass es seine eigene Expression über einen sogenannten „feedback loop“ 
selbst reguliert (Heintzen et al., 1997). Wenn AtGRP7 über einen 35S-Promotor 
konstitutiv exprimiert wird, kommt es zu einer Unterdrückung des endogenen 
AtGRP7-Konstrukts in der Pflanze. Um zu ermitteln, ob eine in 35S::PCC1-Pflanzen 
konstitutive Expression von PCC1 sich auf die endogene Expression von PCC1 
auswirkt, wurden für die quantitative PCR ein weiteres neues Primerpaar entworfen. 
Dieses Primerpaar wurde so konstruiert, dass dessen Zielsequenz im 3`UTR-Bereich 
(UTR =  „untranslated region“) der PCC1-mRNA lokalisiert ist. Bei der Klonierung des 
35S::PCC1-Konstuktes im pCHf1-Vektor wurde auf die „UTR“-Bereiche verzichtet. 
Somit kann mit Hilfe des 3`UTR-Primerpaares das endogene PCC1 erfasst werden. 
Dagegen lassen sich mit Hilfe der Verwendung der „coding region“-Primer alle 
PCC1-mRNA Kopien amplifizieren (sowohl die endogenen mRNAs mit UTR-
Abbildung 27: Darstellung des Ergebnis der qRT-PCR-Analyse der 35S::PCC1-Linien im Vergleich zum 
Col-0-Wildtyp. Die mRNA-Mengen wurden jeweils relativ zum Actin 2-Niveau bestimmt und entsprechend
dargestellt. 
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Bereichen als auch die 35S::PCC1 generierten mRNAs). Für diese Analyse wurden 
aus zwei unabhängigen Versuchen jeweils Zeitreihen aus A. thaliana (Col-0) sowie 
aus 35S::PCC1 Linie Nr. 3 über einen Tag mit den Probenahme-Zeitpunkten 8:00, 
12:30, 15:30, 19:30 und 23:00 Uhr Proben gewonnen. Daraus wurde jeweils die 
Gesamt-RNA extrahiert und letztlich die relative mRNA-Menge der kodierenden 
Region von PCC1 sowie des PCC1-3`UTR-Bereichs immer relativ zum Actin 2-Gen 
bestimmt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei Col-0 war die mRNA-Menge zum 8:00 Uhr Zeitpunkt noch niedrig und diese stieg 
dann zum Ende der Lichtphase gegen 16:00 Uhr auf das höchste Niveau (siehe 
Abbildung 28). Ab diesem Zeitpunkt nahm die PCC1-mRNA-Menge langsam wieder 
ab. Dieses Ergebnis entsprach den Ergebnissen, die mit Hilfe der Northern-
Technologie ermittelt wurden. Bei der 35S::PCC1 Linie 3 lagen die PCC1-mRNA-
Mengen für den codierenden Bereich wie aus Abbildung 27 bekannt auf einem 
gleichbleibend hohen Niveau. Bei der Verwendung der PCC1-„3`UTR“-spezifischen 
Primer zur Erfassung der endogenen Expression von PCC1 ergab sich bei den Col-
Abbildung 28: Vergleichende Darstellung der PCC1 –Transkriptmengen (hier die kodierende 
Sequenz) in Col-0 Pflanzen (links) sowie in der 35S::PCC1-Linie 3 (rechts) zu fünf verschiedenen 
Zeitpunkten. In diesem Fall wurden die Daten aus 2 unabhängigen Versuchen zusammengefasst 
und die Standardabweichung dargestellt. 
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0-Pflanzen ein Ergebnis, dass eine hohe Übereinstimmung mit dem oben 
beschriebenen Ergebnis zeigte (vergleiche Abbildung 29 und 28). Wiederum war ein 
Anstieg der mRNA-Mengen im Tagesverlauf mit dem Maximum um 15:30 Uhr zu 
verfolgen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Danach nahm die PCC1-mRNA-Menge wieder ab. Bei der 35S::PCC1 Linie 3 zeigte 
sich für die endogene, vom nativen Promoter gesteuerte PCC1-mRNA-Menge ein 
dem Col-0 Wildtyp entsprechendes Bild (siehe Abbildung 29). Die Menge der 
endogenen PCC1-mRNA war auch hier zum Tagesbeginn gering und stieg ebenfalls 
über den Tagesverlauf auf ein Maximum um 15:30 Uhr an und nahm dann langsam 
wieder ab. Das Muster der endogenen Expression von PCC1  war bei 35S::PCC1 
Linie 3 identisch zu dem Expressionmuster im Col-0 Wildtyp. Somit liegt in 
35S::PCC1 Linien keine Autoregulation von PCC1 vor. 
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Abbildung 29: Vergleichende Darstellung der endogenen PCC1–Transkriptmengen in Col-0 
Pflanzen (links) sowie in der 35S::PCC1-Linie 3 (rechts) zu fünf verschiedenen Zeitpunkten. In 
diesem Fall wurden die Daten aus 2 unabhängigen Versuchen zusammengefasst und die 
Standardabweichung dargestellt. 
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3.3.4 Charakterisierung der 35S::PCC1 Linien im Ökötyp Columbia (Col-0) 
 
3.3.4.1 Ermittlung des Blühzeitpunktes bei 35S::PCC1 Linien 3, 4 ,7 und 8 im 
Vergleich zu Col-0 
Bereits bei der Selektion der 35S::PCC1 Linien fiel auf, dass diese im Vergleich zu 
den Col-0 Kontroll-Pflanzen erheblich früher zur Blüte kamen. Dies wurde nach der 
Selektion homozygoter Pflanzen eingehender analysiert. Im Kreise der 
Arbeitsgruppen, die sich mit der Blüteninduktion beschäftigen, ist eine vergleichende 
Methode zur Quantifizierung des Blütezeitpunktes etabliert. Dabei wird die Anzahl 
der Rosettenblätter von mindestens 10 Pflanzen ermittelt, die die Pflanzen zum 
Zeitpunkt der Blütenstielentwicklung tragen. Hierzu wurden Col-0, sowie die 
homozygoten Samen der 35S::PCC1 Linien 3, 4, 7 und 8 parallel ausgesät und 
sowohl im Langtag als auch im Kurztag bis zur Blütenstielbildung herangezogen. Bei 
einer Blütenstiel-Länge von 1 bis 2 cm wurde die Anzahl der Rosettenblätter sowie 
der Zeitpunkt nach Aussaat erfasst. In den folgenden Abbildungen ist die Anzahl der 
Blütenblätter der 35S::PCC1 Linien im Vergleich zum Col-0-Wildtyp unter 
Kurztagbedingungen (Abbildung 30), und unter Langtagbedingungen (Abbildung 31) 
abgebildet. Es ist unschwer ersichtlich, dass die Col-0 Pflanzen zum Zeitpunkt der 
Blütenstielentwicklung mehr als doppelt so viele Rosettenblätter hatten als die 
35S::PCC1 Linien 3, 4, 7 und 8. Dabei fiel auf, dass die Blütenbildung bei der 
35S::PCC1 Linie 3 im Vergleich zu den anderen 35S::PCC1 Linien am schnellsten 
war. Auch unter den die Blüte induzierenden Langtagbedingungen erfolgte die 
Blütenbildung bei den 35S::PCC1 Linien deutlich schneller als bei den Col-0 
Kontrollpflanzen. 
Anhand dieser Analysen ergibt sich, dass bei allen untersuchten 35S::PCC1 Linien 
die Blütenbildung sowohl unter Langtag- als auch unter Kurztagbedingungen deutlich 
schneller eintrat als bei den Col-0 Wildtyppflanzen.  
 
 
 
 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
84
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Blütenbildung im Kurztag 
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Abbildung 30: Anzahl der Rosettenblätter zum Zeitpunkt der frühen Blütenstielentwicklung von 
Col-0 Pflanzen sowie der 35S::PCC1 Linien 3, 4, 7 und 8 unter Langtagbedingungen (1 - 2 cm 
Blütenstiellänge). Die Zahl der Rosettenblätter wurde bei mindestens 10 Pflanzen pro Variante 
ermittelt. Die Standardabweichung entspricht den in der Grafik angezeigten Strichen. 
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Abbildung 31: Anzahl der Rosettenblätter zum Zeitpunkt der frühen Blütenstielentwicklung von 
Col-0 Pflanzen sowie der 35S::PPC1 Linien 3, 4, 7 und 8 unter Langtagbedingungen (1 - 2 cm 
Blütenstiellänge). Die Zahl der Rosettenblätter wurde bei mindestens 10 Pflanzen pro Variante 
ermittelt. Die Standardabweichung entspricht den in der Grafik angezeigten Strichen, wobei es 
bei den 35S::PPC1 Linien keinerlei Abweichung gab. 
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Exemplarisch wurden auf der nächsten Abbildung Col-0 Pflanzen im Vergleich mit 
35S::PCC1-Pflanzen der Linie 3 etwa 6 bis 7 Wochen nach der Aussaat fotografisch 
dokumentiert (Abbildung 32). Die Pflanzen sind parallel unter identischen 
Bedingungen (Kurztag) herangezogen worden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.4.2 Untersuchungen zur Interaktion der 35S::PCC1 Linien 3, 4 ,7 und 8 mit  
P. syringae im Vergleich zu Col-0 
Da es sich bei PCC1 um ein Gen handelt, welches durch die kompatible und 
inkompatible P. syringae pv. tomato -Pathogen-Pflanze Interaktion induziert wird, war 
es naheliegend zu prüfen, ob sich die konstitutive PCC1-Expression in den 
35S::PCC1-Linien auf die Interaktion mit P. syringae auswirkt. Dabei wurde auf 
kompatible Pst ohne Avirulenzgen sowie auf inkompatible P. syringae pv. tomato 
DC3000 mit Avirulenzgen (+avrRpt2) zurückgegriffen. Zusätzlich wurden 
Abbildung 32: A. thaliana Col-0 Pflanzen (links) und unter identischen Bedingungen 
herangezognene  35S::PCC1-Pflanzen der Linie 3. Während die Col-0 Pflanzen gerade erst mit 
der Blütenstielbildung beginnen, haben die 35S::PCC1-Überexpressionslinien (PCC1ox) bereits 
Blütenstiele von mehr als 10 cm Länge ausgebildet . 
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inkompatible P. syringae pv. maculicola ES 3426 (avrRpm1) sowie kompatible P. 
syringae pv. maculicola ohne Resistenzgen für Infiltrations- und 
Reisolationsversuche verwendet. Infiltiert wurden jeweils 1 x 106 cfu („colony forming 
units“) des jeweiligen P. syringae Stammes. 72 Stunden nach dem 
Infiltrationsereignis wurden aus infiltrierten Blättern 9 Blattscheibchen ausgestanzt, 
homogenisiert und in verschiedenen Verdünnungen auf Agarplatten ausgestrichen. 
Nach 2-3 tägiger Inkubation der Platten bei 28°C wurden die Kolonien ausgezählt 
und entsprechend auf die cfu (colony forming units) pro Blattscheibchen 
zurückgerechnet. 
 
A) Reisolation von avirulenten (+avrRpt2) sowie virulenten P. syringae pv. 
tomato DC3000  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Insgesamt lag bei Col-0, wie auch bei den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 die 
ermittelte Zahl der cfu in der kompatiblen Situation etwa 10mal höher als bei der 
inkompatiblen Interaktion (siehe Abbildung 33). Bei den Col-0-Wildtyppflanzen wurde 
 Reisolierung von virulenten und avirulenten P. 
maculicola  72 h nach Infiltration
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Abbildung 33: Anzahl der „colony forming units“ drei Tage nach Infiltration in Col-0-Pflanzen 
sowie in den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8. Dabei sind die avirulenten P. syringae pv. tomato 
durch die lila-farbenen Balken und die virulenten P. syringae pv. tomato durch die roten Balken 
repräsentiert.  
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die geringste Anzahl “Kolonien-bildender Einheiten” (“colony forming units” = cfu) 
ermittelt. Erwartungsgemäß lag der Zahlenwert für die cfu bei der avirulenten 
Interaktion etwa zehnmal niedriger als bei der virulenten Interaktion. Bei den 
35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 lagen die cfu-Werte in der avirulenten Situation etwa 
auf dem Niveau, das die virulenten Pseudomonaden im Col-0 Wildtyp in der 
kompatiblen Situation erreichten. Aber auch in der virulenten Situation lagen die cfu-
Werte bei den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 deutlich höher als bei den Col-0 
Pflanzen. 
 
B) Reisolation von avirulenten (+avrRpm1) sowie virulenten P. syringae pv. 
maculicola ES4326 
In Abbildung 34 wurde die Anzahl der avirulenten sowie virulenten P. syringae pv. 
maculicola in den Pflanzen 3 Tage nach Infiltration dargestellt. Hier wurden am 1. 
Tag wie bereits beschrieben 1 x 106 cfu der Pseudomonaden infiltriert und es erfolgte 
nach 72 h die Reisolierung der Bakterien aus dem Blattgewebe.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnis der Reisolierung nach 72 h
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Abbildung 34:  Anzahl der „colony forming units“ drei Tage nach Infiltration in Col-0-Pflanzen 
sowie in den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8. Dabei sind die cfu-Werte für die avirulenten P. 
syringae pv. maculicola +avrRPT2 durch die lila-farbenen Balken und die cfu-Werte der 
virulenten P. syringae pv. maculicola durch die roten Balken repräsentiert . 
cf
u 
pr
o 
B
la
tts
ch
ei
be
 
  
C
ol
-0
    
35
S:
:P
C
C
1 
- 3
    
35
S:
:P
C
C
1 
- 4
    
35
S:
:P
C
C
1 
-7
  
 
 
35
S:
:P
C
C
1 
-8
 
Psm avrRPT2 
Psm virulent 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
88
 
Bei der inkopatiblen Interaktion von P. syringae pv. maculicola mit den 35S::PCC1-
Pflanzen kam es bei Col-0 und den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 zu sehr 
ähnlichen cfu-Niveaus, wobei die Werte bei den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 in 
der Tendenz etwas höher lagen als bei dem Col-0-Wildtyp. Allerdings waren die 
Unterschiede hier nicht so gravierend wie bei der avirulenten Interaktion mit P. 
syringae pv. tomato. In der kompatiblen Interaktion lagen die cfu-Werte bei den 
35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 wieder erheblich (bis zu 32mal) höher als bei der 
Col-0-Kontrolle. Bei den hier aufgeführten Daten handelt es sich um die Daten eines 
Einzelversuches. Die hier beschriebenen Tendenzen wurden in 2 unabhängigen 
Wiederholungsexperimenten bestätigt. Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass 
sich die konstitutiv starke Expression von PCC1 in den 35S::PCC1-Linien nicht 
hemmend auf das Bakterienwachstum in der Pflanze auswirkte. Im Gegenteil, die 
cfu-Werte warem bei der Interaktion der 35S::PCC1-Linien mit Pst und Psm im 
Vergleich zur Col-0 Kontrolle etwas höher.  
 
3.3.4.3 Untersuchungen zur Interaktion der  35S::PCC1 Linien 3, 4 ,7 und 8 mit  
Hyaloperonospora parasitica Isolate Noco und Wela im Vergleich zu Col-0 
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde die Interaktion der 35S::PCC1-Linien mit 
den Hyaloperonospora parasitica Isolaten Noco und Wela charakterisiert. Dabei 
diente im Falle des Isolats Noco Col-0 als Positivkontrolle bzw. im Falle des Wela 
Isolats wurde Wei-0 als Positivkontrolle verwendet. Durch diese kompatiblen Wirte 
wurde so die virulenz der Isolate kontrolliert. Dabei wurden die Pflanzen im Alter von 
3 bis 4 Wochen mit Konidiosporen besprüht und 8 Tage später auf die Bildung von 
Konidiophoren untersucht. Interessanterweise waren alle 35S::PCC1 Linien (3, 4 ,7 
und 8) resistent gegen das Hyaloperonospora parasitica Isolat Noco, d.h. es kam 
nicht zu einer Konidiosporenbildung.  Bei der Col-0 konnte wie erwartet eine Noco-
Konidiophorenbildung beobachtet werden (siehe Abbildung 35). Eher uneinheitlich 
war das Bild hinsichtlich der Interaktion mit dem Hyaloperonospora parasitica Isolat 
Wela. Gegen dieses Pathogen ist der A. thaliana Ökotyp Col-0 resistent. Allerdings 
zeigte sich, dass es in den 35S::PCC1 Linien 3 und 8 zu einer Wela-
Konidiophorenbildung kam. Dagegen konnte bei den 35S::PCC1 Linien 4 und 7 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
89
sowie bei Col-0 nach der Wela-Behandlung keine Konidiophorenbildung beobachtet 
werden. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend sind die Ergebnisse in Tabelle 7 dargestellt.  
A. thaliana Linie H. parasitica Isolat Noco H. parasitica Isolat Wela 
Col-0 anfällig resistent 
35S::PCC1 Linie 3 resistent anfällig 
35S::PCC1 Linie 4 resistent resistent 
35S::PCC1 Linie 7 resistent resistent 
35S::PCC1 Linie 8 resistent anfällig 
 
 
 
3.3.4.4 Untersuchung der Interaktion der Hyaloperonospora parasitica Isolate 
Wela + Noco 35S::PCC1 Linien 3, 4, 7 und 8 im Vergleich zu Col-0 mit Hilfe der 
Trypanblaufärbung 
Um die H. parastitica–Interaktion mit den 35S::PCC1-Linien zu charakterisieren, 
wurden die mit Noco und Wela infizierten Pflanzen mit Trypanblau gefärbt. Bei der 
Trypanblaufärbung handelt es sich um eine Methode, mit der man lebendige Zellen 
(mit intakten Zellmembranen) und abgestorbene Zellen voneinander unterscheiden 
Tabelle 7: Zusammenfassung der beobachteten Interaktionen bei den 35S::PCC1-Linien im 
Vergleich zu Col-0. 
Abbildung 35 a) 35S::PCC1-Linie 3 eine Woche nach Inokulation mit dem H. parasitica Isolat 
Noco; b) Col-0 eine Woche nach der Inokulation mit dem H. parasitica Isolat Noco. Bei den Col-
0-Pflanzen war die Konidiophorenbildung durch den Oomyceten als weißer Belag auf den 
Blättern erkennbar. 
a) b) 
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kann, da der Farbstoff nur abgestorbene Zellen mit defekten Membranen färbt. Im 
Rahmen der inkompatiblen  Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen vollzieht die 
Pflanze in den betroffenen Gewebebereichen einen lokal begrenzten Zelltod, die 
sogenannte hypersensitive Reaktion (HR =„Hypersensitive Response“). Diese 
Reaktion bleibt bei der kompatiblen Interaktion weitgehend aus. 
Bei den mikroskopischen Analysen stellte sich heraus, dass die gegen H. parasitica 
resistenten 35S::PCC1-Linien in den vom Isolat Noco penetrierten Bereichen eine 
HR entwickelten, während diese Reaktion beim Col-0-Wildtyp erwartungsgemäß 
ausblieb (siebe Abbildung 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Damit entsprach die Reaktion der 35S::PCC1-Linien der inkompatiblen Situation, bei 
der es zur HR kommt und nicht zu einer Ausbreitung des Pathogens. Es wurde 
ebenfalls die Interaktion des Isolats Wela mikroskopisch untersucht. Dabei konnte 
bei der Interaktion von 35S::PCC1-Linie 3, 8 sowie bei Col-0  mit H. parasitica Isolat 
Wela eine imkompatible Reaktion gezeigt werden (mit HR). Dagegen blieb bei den 
anfälligen Linien die HR aus und es kam zu Hyphenwachstum in den untersuchten 
Geweben. 
 
 
 
      35S::PCC1 + Noco Col-0 + Noco 
Abbildung 36: Trypanblaufärbung von penetriertem Gewebe bei einer 35S::PCC1-Linie im 
Vergleich zur Färbung bei Col-0-Zellen. Im Gewebe der 35S::PCC1-Linien kam es zu einer 
massiven hypersensitiven Reaktion (HR), die bei Col-0 ausblieb. Folglich kam es bei Col-0 zu 
Hyphenwachstum und in der Folge zur Ausbildung von neuen Konidiosporentragender 
Konidiophoren. Die mikroskopische Auswertung erfolgte durch Frau Herrmanns. 
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 3.3.4.5 Molekulare Charakterisierung der homozygoten 35S::PCC1 Linien 3, 4, 
7 und 8 im Vergleich zu Col-0 
Die Untersuchungen der Pflanzen-Oomycet-Interaktion ergaben, wie im Kapitel 
3.3.4.3 beschrieben, hinsichtlich der Anfälligkeit zu dem Pathogen Hyaloperonospora 
parasitica Isolat Wela innerhalb der 35S::PCC1-Linien ein uneinheitliches Bild. Zwei 
Linien waren anfällig, 2 Linien weiterhin resistent (wie auch der Col-0-Wildtyp). Nun 
galt es festzustellen, dass es sich bei diesen 4 unterschiedlichen Linien hinsichtlich 
ihrer T-DNA-Integrationen tatsächlich um 4 unabhängige Transformations- und 
Insertionsereignisse handelte. Diese Linien waren zuvor nach dem im Methodenteil 
beschriebenen Verfahren als in der T3-Generation als homozygote Linien bestimmt 
worden und hatten in der T2-Generation alle eine 3 zu 1 Segregation aufgewiesen. 
Nun sollte über das Southern-blot-Verfahren bestätigt werden, dass es sich 
tatsächlich um 4 unabhängige T-DNA-Insertionsereignisse handelte. 
 
Southern-blot-Analyse der 35S::PCC1 Linien 3, 4, 7 und 8 im Vergleich zu Col-0 
Die DNA der genannten Linien wurde aufgereinigt und mit  EcoRI bzw. HindIII über 
Nacht vollständig verdaut und anschließend geblottet (Southern-blot, siehe 
Methodenteil).  Dieser Blot wurde mit einer denaturierten „rbcS-Terminator”-
spezifischen 32P-markierten DNA-Sonde hybridisiert und die daraus resultierenden 
Signale wurden in Abbildung 37 abgebildet. Die „rbcS-Terminator”-spezifische Sonde 
wurde hergestellt, weil diese nur spezifisch an die inserierte T-DNA binden kann. 
Nach der Hybridisierung und der Entwicklung des Autroradiogramms wurde deutlich, 
dass es sich bei allen 4 Linien um erfolgreich transformierte Linien handelt. Die 
Sonde konnte nur in der DNA dieser Linien und nicht in der des Col-0 Wildtyps 
binden. Allerdings ergab das Autoradiogramm ein etwas uneinheitliches Bild. Beim 
EcoRI-Verdau konnten für alle 4 Linien unterschiedlich große Banden identifiziert 
werden, wobei bei den Linien 35S::PCC1-3 und 35S::PCC1-4 mehrere Banden 
sichtbar wurden. Dies deutet auf eine Mehrfachintegration des 35S::PCC1-
Konstrukts hin. Dagegen konnte bei den Linien 35S::PCC1-7 und 35S::PCC1-8 
jeweils nur eine Bande detektiert werden, was auf eine einfache Integration des 
35S::PCC1-Konstrukts hindeutet (siehe Abbildung 37).  
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Bei der Begutachtung des Autoradiogramms der HindIII-verdauten DNA ergibt sich 
ein etwas differentielles Bild. Auch hier konnte die rbsS-spezifische Sonde nur an der 
DNA der transformierten Linien binden. Allerdings fanden sich hier nicht so 
unterschiedliche Signale wie nach dem EcoRI-Verdau. So konnte bei allen 4 Linien 
eine Bande etwa auf gleicher Höhe identifiziert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Allerdings zeigten sich bei der Probe der Linie 35S::PCC1-4 wiederum mehrere 
Signale, was die Vermutung bestärkt, dass es sich bei dieser Linie um eine 
Mehrfachintegration des Konstrukts handelt. Warum sich die Signale sonst nicht so 
deutlich unterscheiden wie nach dem EcoRI-Verdau ist unklar. Letztlich lieferte 
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Abb. 37: Soutern-Blot Analyse der 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 im Vergleich zu Col-0  DNA. 
Der Southern-blot wurde mit einer „rbcS-Terminator”-spezifischen 32P-markierten DNA-Sonde 
hybridisiert und das resultierende Autoradiogramm entsprechend abgebildet (a). Die DNA wurde 
mit den Restriktionsenzymen EcoRI (links) bzw. mit HindIII verdaut (rechts). Das entsprechende 
Ethidiumbromid-Photo wurde zur Verdeutlichung des Restriktionsverdaus mit abgebildet (b). 
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dieses Ergebnis neben den leicht unterschiedlichen Blühphänotypen unter 
Langtagbedingungen sowie den unterschiedlichen Befunden hinsichtlich der 
Resistenz gegenüber H. parasitica Noco und Wela einen weiteren Hinweis darauf, 
dass es sich bei den 4 Überexpressionslinien um Individuen handelt, die auf 
unterschiedliche T-DNA-Integrationsereignisse zurückgehen. 
 
3.4.1 Herstellung von 35S::PCC1-Pflanzen im Landsberg erecta- (Ler-) 
Hintergrund  
Analog zur Transformation in die Col-0-Pflanzen erfolgte die Transformation des 
35S::PCC1-Konstrukts über die bereits beschriebene Nutzung der Arabidopsis 
Blütentransformations-Methode (siehe auch Abschnitt 2.2.4.20). Nach erfolgreicher 
Transformation wurden die Überlebenden bis zur T2-Generation selektioniert. Aus 
Zeitgründen erfolgte hier eine Analyse des Phänotyps bei den noch heterozygoten 
auf Gentamycin selektionierten 35S::PCC1-Ler-Linien 1, 6, 9 und 11 dieser T2-
Generation jeweils im Vergleich zum Ler-0 Wildtyp. Da eine 35S::PCC1-getriebene 
Expression dominant ist, war eine Analyse des Phänotyps bereits in dieser 
Generation unproblematisch. 
 
3.4.2 Analyse der PCC1-Expression in einigen 35S::PCC1-Ler-Linien  
Hier wurde jeweils etwas Pflanzenmaterial der 35S:::PCC1-Ler-Linien 1, 6, 9 und 11 
und der Ler-0-Kontrolle geerntet um die Expression von PCC1 in diesen 35S::PCC1-
Ler im Vergleich zur Ler-0 Kontrolle zu analysieren. Dabei wurde für die Probenahme 
jeweils ein Zeitpunkt frühmorgens unmittelbar nach Tagesbeginn gewählt. In den 
35S::PCC1-Ler-Linien sollte hier die PCC1-Expression hoch sein, wohingegen bei 
der Ler-0 Kontrolle die Expression eher niedrig sein sollte. Folglich ist dies der ideale 
Zeitpunkt, um mit wenigen Proben eine durch das 35S::PCC1-Konstrukt 
angetriebene konstitutiv starke Expression von PCC1 zu erfassen. Bei Betrachtung 
der Abbildung 38 wird ersichtlich, dass die PCC1-Expression in allen hier 
untersuchten 35S::PCC1-Ler der T2-Generation erheblich höher lag als beim Ler-0-
Wildtyp. Bei Ler-0 lag das PCC1-mRNA-Niveau erwartungsgemäß mit einem Faktor 
von 0,8 sehr niedrig. Dagegen konnte in allen 35S::PCC1-Ler-Linien eine deutlich 
höhere Expression von PCC1 mit Faktor von 1,1 und mehr ermittelt werden (siehe 
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Abbildung 38). Damit konnte gezeigt werden, dass auch in diesen 35S::PCC1-Linien 
eine effiziente PCC1-Überexpression erreicht wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.3 Analyse der Blüteninduktion bei den 35S::PCC1-Ler-Pflanzen unter Kurz- 
und Langtagbedingungen 
Nach der Selektion der T2-Überlebenden erfolgte wie bereits für die Col-0-
35S::PCC1-Linien (siehe 3.3.4.1) ein Vergleich der Blühinduktion unter Lang- und 
Kurztagbedingungen der Transformanten mit dem Ler-Wildtyp. Dabei verhielten sich 
die 35S::PCC1-Ler-Pflanzen und die Ler-0 Wildtyppflanzen absolut identisch. Es 
konnte also sowohl unter Kurztag- als auch unter Langtagbedingungen keinerlei 
Unterschied zwischen den 35S::PCC1-Ler-Pflanzen und den Ler-0-Wildtyppflanzen 
hinsichtlich der Blütenbildung festgestellt werden. Auf eine Quantifizierung der 
Anzahl der Rosettenblätter wurde daher verzichtet. 
 
Abbildung 38: Darstellung des Expressionsniveaus von PCC1 in Ler-0 und 35S::PCC1-Ler-Linien 1, 
6, 9 und 11. Die Probenahme hatte jeweils zum Zeitpunkt 8:00 Uhr kurz nach Beginn der Lichtphase 
stattgefunden. Zu diesem Zeitpunkt waren hinsichtlich der endogenen Expression von PCC1 die 
jeweils niedrigsten mRNA-Niveaus zu erwarten. 
PCC1- Expression in Ler -0 und Ler -35S ::PCC1 
Linien
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
1,1
1,2
Laer-0 35S::PCC1-
Ler1
35S::PCC1-
Ler6
35S::PCC1-
Ler9
35S::PCC1-
Ler11
1 
/ (
ct
 P
C
C
1 
/ 
ct
 A
ct
in
 2
)
            Ler-0         35S::PCC1    35S::PCC1     35S::PCC1    35S::PCC1 
                                 -Ler-1     -Ler-6    -Ler-9       -Ler-11 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
95
3.4.4 Untersuchung der Interaktion der 35S::PCC1-Ler- bzw. Ler-0-Pflanzen mit 
den H. parasitica Isolaten Noco und Wela  
Bei dem Ökotyp „Landsberg erecta“ verhält es sich hinsichtlich der Resistenz bzw. 
Anfälligkeit gegenüber Noco und Wela im Vergleich zum Col-0 Wildtyp genau anders 
herum, d. h. „Landsberg erecta” ist durch das Resistenzgen RPP5 gegenüber Noco 
resistent und anfällig gegen Wela. Analog zu 3.3.4.3 erfolgte hier die Inokulation der 
35S::PCC1-Ler-Linien 1, 6, 9 und 11 sowie von Ler-0-Pflanzen mit den H. parasitica 
Isolaten Noco und Wela. Nach einer Woche erfolgte die Bonierung der Pflanzen 
nach erfolgreicher Konidiophorenbildung durch die Oomyceten. Hier konnte sowohl 
bei den Wildtyp-Pflanzen als auch bei den 35S::PCC1-Ler-Linien 1, 6, 9 und 11 eine 
erfolgreiche Sporulation des Isolats Wela (komaptible Interaktion) beobachtet 
werden, wohingegen das Isolat  Wela weder in den 35S::PCC1-Ler-Linien 1, 6, 9 und 
11 noch in Ler-0-Wildtyp erfolgreich Konidienphoren bilden konnte. Damit hatten die 
35S::PCC1-Ler-Pflanzen auch hinsichtlich der H. parasitica Interaktion den gleichen 
Phänotyp wie die entsprechenden Ler-0-Wildtyppflanzen. 
 
 
3.5 Herstellung von PCC1-„silencing“-Linien im Col-0 Hintergrund 
und deren Charakterisierung 
 
Nachdem im Ökotyp Col-0 eine konstitutive Überexpression hervorgerufen durch das 
35S::PCC1-Konstrukt ein so deutlicher Blühphänotyp gezeigt hatte, war es 
naheliegend,  mit entsprechenden „silencing”-Linien zu evaluieren, in wie weit ein 
Gen-„silencing” des PCC1-Gens sich auf die Blütenbildung sowie auch auf die H. 
peronospora-Interaktion auswirken würde. Dazu wurde, wie im Abschnitt 2.2.4.4 
beschieben, auf den pJawohl–Vektor zurückgegriffen. 
 
 
3.5.1 Klonierung und Transformation von A. thaliana Col-0 Pflanzen mit dem 
„silencing“-Konstrukt 
Mit Hilfe der Gen-„silencing“ Methode ist es möglich, die Expression einzelner Gene 
gezielt zu unterbinden bzw. auf ein extrem niedriges Niveau zu begrenzen. In diesem 
Fall wurde eine Sequenz von 200 Nukleotiden im Promotor des PCC1-Gens bis zur 
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Position +16 nach dem Transkriptionsstart als Zielsequenz ausgewählt. Über eine 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit  Plasmid-DNA des BAK-Klons MKA23 als 
Matrize konnten die entsprechenden Fragmente amplifiziert werden. Diese 
Fragmente wurden einmal in Sinn-(„sense“) Orientierung und einmal in Gegenstrang 
(„antisense“)-Orientierung in den „pJawohl3“-Vektor kloniert. Zwischen den 
Insertionsstellen liegt auf dem Plasmid ein Intron von 200 Basenpaaren. Die 
Expression dieses Konstrukts wird auf der Pflanzenebene durch einen 
35S::Promotor gesteuert. Das mRNA-Konstrukt, welches in der Regel als 
einzelstängige RNA vorliegt, bildet in diesem Fall einen RNA-Doppelstrang. Dies ist 
für die Pflanze ein Signal zur effizienten Degradation dieser und identischer RNA-
Moleküle. Dies führt zum sogenannten „silencing“ des entsprechenden Gens. Im 
Rahmen der Promotionsarbeit wurde das entsprechende pJawohl-Konstrukt (Details 
siehe 2.2.4.4) hergestellt und in A. thaliana Pflanzen des Ökotyps Col-0 
transformiert. Die Auslese der transformierten Pflanzen erfolgte über die BASTA-
Selektion bis zur homozygoten T3-Generation.  
 
3.5.2 Überprüfung des PCC1-Gen „silencing“ mit Hilfe der qRT-PCR 
Da bekannt ist, dass das „silencing“ je nach Integrationsort der Plasmid-DNA 
unterschiedlich gut funktioniert, wurde eine Überprüfung verschiedener homozygoter 
„silencing“-Transformanten der T3-Generation durchgeführt. Hierzu wurden die 
Pflanzen parallel zu Col-0 Kontrollpflanzen unter Kurztagbedingungen bis zu einem 
Alter von 4 Wochen herangezogen. Dann erfolgte jeweils kurz vor Ende der 
Lichtphase eine Probenahme von Blattmaterial. Daraus wurde die RNA präpariert, 
cDNA synthetisiert und anschließend über qRT-PCR die relative PCC1-Expression 
ermittelt. Bei diesem Probenahmezeitpunkt wurde bewußt der Zeitpunkt gewählt, an 
dem die PCC1-mRNA Niveaus bei Col-0 ihr Maximum haben (Vergleich 3.2.3 sowie 
3.3.2.). Im Falle eines effektiven Gen-„silencing“ müßten sich in den „silencing“-Linien 
2-1, 2-6, 2-7, 4-7, 5-8, 6-3 sowie 7-3 im Vergleich zu Col-0 deutlich geringere PCC1-
mRNA-Niveaus nachweisen lassen. Das Ergebnis der quantitativen qRT-PCR ist in 
Abbildung 39 dargestellt. Mit Hilfe dieses Experiments konnte gezeigt werden, dass 
in den RNAi-„silencing“-Linien 2-1, 2-6, 2-7 die PCC1-Expression nicht effektiv 
unterdrückt wurde. Dagegen konnte für die Linien 4-7, 5-8, 6-3 und 7-3 im Vergleich 
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zur Col-0-Kontrolle eine deutliche Reduktion PCC1-mRNA-Niveaus gezeigt werden. 
Diese Tendenz konnte in einem unabhängigen Wiederholungsversuch für die Linien 
4-7, 5-8, 6-3 und 7-3 bestätigt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.5.3 Begutachtung des Blühphänotyps der PCC1-„silencing“-Linien im 
Vergleich zu Col-0 
Es wurden Samen von Col-0 sowie der PCC1-RNAi Linien 4-7, 5-8, 6-3 und 7-3 
parallel ausgebracht und der Blühphänotyp unter Kurztagbedingungen wie unter 
Langtagbedingungen begutachtet. Dabei zeigte sich hinsichtlich des Zeitpunktes der 
Blütenbildung weder unter Langtag- noch unter Kurztagbedingungen ein Unterschied 
zwischen den „silencing”-Linien und dem Wildtyp Col-0.  Auf eine Quantifizierung der 
Rosettenblätter wurde verzichtet. 
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Abbildung 39: Ergebnis der quantitativen qRT-PCR mit den für die kodierende PCC1-Sequenz-
spezifischen Primern. Die relativen PCC1-Transkriptmengen wurden immer relativ zu den jeweiligen 
Actin 2 –Transkriptmengen dargestellt. Als Matrize diente cDNA, synthetisiert aus Blattmaterial, das 
jeweils zum Zeitpunkt der maximalen Expression von PCC1 (unmittelbar vor Tagesende) geerntet 
wurde. 
3 Ergebnisse 
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
98
 
3.5.4 Interaktion der PCC1-„silencing“ Linien 4-7, 5-8, 6-3 und 7-3 mit  
Hyaloperonospora parasitica cult. Noco und  Wela im Vergleich zu Col-0 
Die homozygoten „silencing”-Pflanzen wurden parallel zu einer Col-0 Kontrolle 
analog zu Abschnitt 3.3.4.4 mit den H. parasitica Isolaten Noco und Wela infiziert. 
Auch hier zeigte sich hinsichtlich der Wirt-Pathogen-Interaktion keinerlei Unterschied 
zum zugrundeliegenden Col-0 Wildtyp. Das heißt, bei der Interaktion von Noco mit 
Col-0 und den „silencing”-Linien wurde nach einer Woche eine effiziente 
Konidiophorenentwicklung beobachtet. Nach Infektion mit dem inkompatiblen H. 
parasitica Isolat Wela kam es weder bei den Col-0 noch bei den „silencing”-Linien zu 
einer Konidiophorenbildung. 
 
3.6  Herstellung des PCC1-Promotor-GUS Konstrukts und 
Transformation 
 
Um zu entschlüsseln, ob die PCC1 Genexpression z.B. Gewebe-spezifisch erfolgt, 
wurde eine PCC1-Promotor::Zeigergenfusion durchgeführt. Ein übliches Verfahren 
ist die Promotor::GUS-Fusion. Dazu wurde das PCC1-Promoter-Konstrukt mit Hilfe 
von BAC-Clon-DNA (BAC MKA23) als Matrize und den Primern  „Prom_nest_for“ 
sowie „Prom_nest_rev“  amplifiziert. Wie im Methodenteil beschrieben erfolgte dann 
die Insertion des 1,1 kb langen PCC1-Promotor-Fragments unmittelbar vor die GUS-
Gensequenz im pGIN AB-Vektor. (siehe Details in Abschnitt 2.2.4.4). Anschließend 
erfolgte die Klonierung des PCC1-Promoter::GUS-Konstrukts in den 
Pflanzentransformationsvektor pLH9000. Dieses wurde zunächst in den 
Agrobakterienstamm GV3101 und letztlich mittels Blütentransformation in A. thaliana 
Col-0-Pflanzen transformiert. Über eine Kanamycin50 -Selektion erfolgte die Auslese 
der transformierten Samen und die folgende Selektion der T2- und T3-Samen. In 
ersten Vorversuchen konnte mit T1-und T2- Pflanzen mit Hilfe des GUS-
Färbeprokolls (siehe 2.2.3.2) eine ß-Glucuronidase-Aktivität insbesondere in den 
jüngeren Blättern nachgewiesen werden. In der Abbildung 40 ist beispielhaft die 
GUS-Färbung in einer PCC1-Promotor-GUS-Pflanze. Offenbar ist es gelungen, mit 
Hilfe des Promotor-Fragments eine ß-Glucuronidase-Aktivität hervorzurufen. Die 
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eingehende Charakterisierung dieser PCC1-Promotor::GUS-Pflanzen ist Thema der 
Diplomarbeit von Janine Muyres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.7 Klonierung der kodierenden Sequenz von PCC1 in den 
bakteriellen Expressionsvektor pET29a bis zu Bereitstellung des 
bakteriell exprimierten und aufgereinigten PCC1-Proteins als 
Antigens für eine Immunisierung 
 
Bei dem pET29a-Vektor (Novagen) handelt es sich um einen Expressionsvektor, bei 
dem die inserierte kodierende DNA, N-terminal mit einem S-Anhang und C-terminal 
mit einen poly-Histidin-Anhang versehen, exprimiert wird. Diese Anhänge („Tags“) 
ermöglichen die Aufreinigung von in E.coli überexpremiertem Protein über His-tag-
bindende Säulen wie zum Beispiel die in unserem Fall auf Kobalt-basierende 
Talon®-Resin (Clontech). Dies beruht auf dem Prinzip der reversiblen Bindung 
zwischen verschiedenen Aminosäuren und immobilisierten Metallionen, was sowohl 
Abbildung 40:  Eine GUS-gefärbte PCC1-Promotor-GUS Pflanze der T2-Generation. a) im Alter 
von ca. 3 Wochen ist die Blaufärbung der Blattstiele und Blätter erkennbar. b) im Alter von ca. 5 
Wochen waren alle jüngeren Blätter blaugefärbt. Diese Färbung konnte bei der Col-0-Kontrolle 
nicht beobachtet werden. Die Photos wurden von Janine Muyrers zur Verfügung bereitgestellt.  
a) b)
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unter nativen als auch unter denaturierenden Bedingungen funktioniert. Dieses 
Prinzip der Aufreinigung von Proteinen wurde bereits 1975 von Porath et al. als das 
Prinzip der „Immobilized Metal Affinity Chromatograpy“ vorgestellt (Porath et al., 
1975). Durch die Eigenschaft des Histidins, welches mit hoher Affinität an diese 
Ionen bindet, ist es so möglich, das mit 6 bis 8 Histidinen gekoppelte Fusionsprotein 
aus dem Bakteriengesamtextrakt aufzureinigen. 
Hierzu wurde das PCC1-Konstrukt zunächst über die Primer „MMP21-BamH1-for“ 
und „MMP21-Sal1-ohne-Stop“ amplifiziert und über die in den Primern befindlichen 
Schnittstellen in den pET29a-Vektor kloniert (siehe Details im 2.2.4.4). Dieses 
Konstrukt wurden in den Escherichia coli Stamm BL21 transformiert. Die korrekte 
Insertion der DNA wurde über Sequenzierung (Seqlab) überprüft. 
 
3.7.1 PCC1-Proteinüberexpression in Expressionsvektor pET29(a) und 
Aufreinigung des bakteriell überexprimierten PCC1-Fusionsproteins  
Entsprechend den Anweisungen Talon®-Metal-Affinity-Resins (Clontech) erfolgte die 
bakterielle Proteinüberexpression. Da das bakteriell überexprimierte PCC1-Protein 
fast ausschließlich in der unlöslichen Phase zu finden war („inclusion bodies“), mußte 
die unlösliche Phase aufgearbeitet werden. Dazu wurde ein Phosphat-Puffer (siehe 
Talon®-Resin-Protokoll) mit 7 M Harnstoff  hergestellt und das unlösliche Pellet noch 
einmal durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Hieraus konnte eine 
Aufreinigung des bakteriell überexprimierten PCC1-Proteins erfolgen (siehe M+M). 
Es ist neben der gewünschten PCC1-Bande eine weitere Bande mit einer Größe von 
etwa 30 kDa erkennbar.  Aus diesem Grund wurde nach einer Dialyse des Proteins 
eine weitere S-TagTM-Thrombin Aufreinigung durchgeführt (siehe 2.2.5.10). Aber 
auch nach dieser Aufreinigung, bei der das aufgereinigte Protein durch eine 
proteolytische Abspaltung des S-TAGs verkürzt wird, zeigte sich diese 
„Kontaminante“. Interessanterweise war diese nach dem durch Thrombinverdau 
vermittelte Elution auch entsprechend  verkürzt (siehe Abbildung 41, Spur 8 vor S-
Tag-Aufreinigung, Spur 9 nach S-Tag-Aufreinigung). Zur Verdeutlichung wurde in der 
Abbildung 41 die „Kontanminante“ mit roten Pfeilen gekennzeichnet, während die 
schwarzen Pfeile das aufgereinigte PCC1-Protein vor und nach Thrombinverdau-
Elution  markieren. 
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3.7.2  Bereitstellung des aufgereinigten bakteriell überexprimierten „PCC1“- 
Fusionsproteins für die Immusierung von 2 Kaninchen 
Zur Immunisierung der Kaninchen erfolgte eine viermalige  “Impfung” des Tieres mit 
dem Antigen im Abstand von jeweils 4 bis 6 Wochen. Da das Immunsystem sehr 
kleine Proteine nicht als Antigen wahrnimmt und folglich keine  Antikörper produziert, 
wurde bei der Bereitstellung des Antigens auf die S-Tag-Aufreinigung verzichtet, da 
hier das Protein dabei noch einmal verkürzt wird (siehe auch Abbildung 41). Die 
Größe des PCC1-Fusionsprotein lag mit weniger als 15 kDa an der unteren Grenze 
dessen, was von einem Säuger-Immunsystem als Antigen erkannt wird. Die 
Immunisierung erfolgte als Auftragsarbeit bei der Firma Seqlab GmbH (Göttingen). 
Überprüfung der Seren der Kaninchen #263 und #290 wurde mit Hilfe von Western-
Blots und der entsprechenden ECL-Reaktionen getestet. Dabei erwies sich das 
Serum des Kaninchen #263 als vielversprechend. 
 
1       2      3       4      5     6      7       8      9 1 Protein-Größenmarker 
2 PCC1- pET29a BL21 Zellen vor 
Aktivierung  der PCC1-HIS-Expression 
durch IPTG  
3 PCC1- pET29a BL21 Zellen nach 
Aktivierung der PCC1-HIS-Expression 
durch IPTG  
4 unlösliche Fraktion nach erneutem 
Ultraschallaufschluß in 7 M Harnstoff-
Phosphatpuffer  
5 unlösliche Fraktion in 7 M Harnstoff-
Phosphatpuffer nach zweimaligem 
Durchlauf durch das Resign 
6 Elution aus Talon-Resin 
7 Frei 
8 PCC1-Protein nach Dialyse gegen 
Phosphatpuffer 
9 PCC1-Protein nach Abspaltung des S-
Tags 
15 kDa 
Abbildung 41: Auftrennung der verschiedenen Proteinextrakte in einem 15 %igen Polyacrylamid-
Gel.  Deutlich erkennbar ist die Aufreinigung des etwas kleiner als 15 kDa großen S-tag-PCC1-His-
Fusionsproteins nach der Talon Aufreinigung in Spur 6. Bei der sich anschließenden Aufreinigung 
über den S-Tag erkennt man die Verkürzung des Proteins durch die Abspaltung des S-Tags in 
Spur 9 (siehe schwarzen Pfeilmarkierung). Die roten Pfeile verdeulichen die “Kontaminante”. 
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3.8  Nachweis von pflanzlichem PCC1-Protein mit Hilfe des Serums 
aus Kaninchen #263 
Nach entsprechenden Vorversuchen hatte sich das Serum des Kaninchen #263 wie 
bereits erwähnt als erfolgversprechend herausgestellt. Dieses Serum wurde auf 
Western-Blots mit Arabidopsis-Proteinextrakten aus den Pflanzenproben, die im 
Rahmen der RNA-Präparation des Signaltransduktions-Mutanten-Versuchs 
(vergleiche Abschnitt 3.2.6) übriggeblieben waren. Dazu wurde das bereits für die 
RNA-Extraktion im flüssigen Stickstoff gemörserte Pflanzenmaterial in Lämmli-Puffer 
gekocht und der Überstand auf ein 15%iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Nach 
dem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran wurde die Membran mit 
Ponceau gefärbt um die gleichmäßige Beladung der Proben in den verschiedenen 
Spuren zu überprüfen und zu dokumentieren. Anschließend erfolgte die 
Sichtbarmachung der Antikörper-spezifischen Signale über eine mit ECL–Reaktion.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Col-0             Ler             NahG          ein2            npr1 
+ - + - + - + - + -
Probe 
  Pst 
a) 
b) 
Abb. 42: Auftragung von Proben des Pathogen-Infiltrationsversuchs aus verschiedenen A. thaliana-
Proben (siehe Beschriftung oben), in denen die PCC1-Expression bereits auf der RNA-Ebene 
beschrieben wurde (Vergleiche Abschnitt 3.2.6). Das gemörserte Blattmaterial wurde in Lämmli-Puffer 
aufgekocht und anschließend über eine 15 %iges Polyacrylamidgel aufgetrennt.  Nach der Ponceau-
Färbung (a) erfolgte die Immunodektektion (b) über das #263-Serum der 3. Blutung und einen “anti-
rabbit”-Antikörper-Peroxidase-Konjugat. An der mit  (→) markierten Höhe sind die PCC1-spezifischen 
Signale erkennbar. 
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Dabei zeigten sich PCC1-Protein-spezifische Banden bei Col-0 in den Proben nach 
Behandlung mit avirulenten Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), und ein 
weniger stark ausgeprägtes Signal in den Proben nach MgCl2-Infiltration (siehe 
Abbildung 42).  
Gleiches konnte bei den „Landsberg erecta“-Proben beobachtet werden; ein sehr 
deutliches Signal nach Pst-Infiltration und ein deutlich schwächeres nach MgCl2 -
Behandlung. In den Spuren, in denen die Proben der NahG-Pflanzen und den 
Proben npr1-Pflanzen geladen wurden, konnten weder nach Pst- noch nach MgCl2-
Behandlung PCC1-spezifische Signale detektiert werden. Dagegen zeigten sich 
spezifische Signale in den Spuren, in denen die Extrakte der ein2-Pflanzen geladen 
wurden sowohl nach inkompatibler Interaktion als auch bei den mit MgCl2-
behandelten Kontrollpflanzen, wobei die Signale auch hier das Signal bei der mit Pst 
infiltierten Probe etwas stärker war. Damit konnte hier auf Proteinebene eine gute 
Korrelation mit den Ergebnisssen aus der Analyse der Genexpressionsebene erzielt 
werden (siehe Abschnitt 3.2.6).   
In anschließenden Versuchen erwies sich der Nachweis des PCC1-Proteins mit Hilfe 
des Serums als problematisch, da es offenbar vielfach zur unspezischen 
Kreuzreaktion mit anderen Protein kommt und sich spezifische und unspezifische 
Signale offenbar überlagerten. Aus Zeitgründen konnte eine weitere Optimierung der 
PCC1-Detektion mit Hilfe des Serums des Kaninchens #263 nicht abgeschlossen 
werden.  
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4 Diskussion 
 
Ziel dieser Arbeit war es, neue Gene zu identifizieren, die im Zusammenhang mit der 
Pathogen-Pflanze-Interaktion induziert werden. Dafür waren die Daten der cDNA-
basierenden Expressionsanalyse von Scheideler et al. (2002) die Grundlage. 
Zunächst einmal sollte die differentielle Expression auf der Northern-blot-Ebene 
reproduziert werden. Genau dies erwies als schwierig, denn etwa 20 % der laut 
cDNA-“microarray”-Analyse nach Pathogeninfiltration differentiell exprimierten Gene 
konnten auf der Northern-blot-Ebene überhaupt nicht detektiert werden. Bei etwa 44 
% der untersuchten ESTs war in unseren unabhängigen Experimenten auf der 
Northern-blot-Ebene keine differentielle Expression  feststellbar. Bei den 6 auf 
Northern-Ebene detektierten Genen, die eine differentielle Expression aufwiesen, 
konnte dies nur in einem Fall in unabhängigen Wiederholungsexperimenten 
reproduziert werden. Dieses EST 163B24T7 wurde deshalb zum 
Hauptuntersuchungsobjekt für die vorliegende Promotionsarbeit. 
 
4.1 Northern-blot Technik versus cDNA-„microarray“ 
Die Probleme, die aus den cDNA-„mircroarray“ stammenden Daten der 
Expressionsanalyse auf der Northern-blot-Ebene zu reproduzieren, erschienen 
unverständlich, denn sowohl die cDNA-„microarray“-Technologie als auch die 
Northern-blot-Technologie basieren auf der Hybridiserung von Nukleinsäuren. 
Theoretisch müsste die Northern-Technik sogar spezifischer und sensitiver sein als 
die cDNA-„microarray“-Technologie, da RNA-DNA-Hybride kinetisch stabiler sind als 
cDNA-DNA-Hybride und demzufolge kann beim Northern-blot stringenter gewaschen 
werden (Sambrock et al., 1989).  
Die cDNA-„microarray“-Technologie hat Limitationen bezüglich der Sensitivität für 
Gene mit geringem Expressionsniveau und schwachen Unterschieden und gewisse 
Schwierigkeiten hinsichtlich der experimentellen Durchführung und der Bearbeitung 
des biologischen Materials (Yue et al., 2001). So sind die Ergebnisse stark abhängig 
von einer qualitativ hochwertigen RNA-Präparation und einem guten Verlauf der 
anschließenden cDNA-Synthese. Probleme bei diesen Prozessen führen zu einer 
erheblichen Beeinträchtigung der genomweiten Analyse der Expression über die 
cDNA-„microarrray“ Technologie (Lockhart and Winzeler, 2000). Bei den im Rahmen 
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dieser Promotionsarbeit untersuchten ESTs konnte bei ca. 44 %, nämlich bei 13 von 
29 der laut cDNA-„microarray“ differentiell exprimierten ESTs, keine durch die 
Pathogeninfiltration im Vergleich zur Kontrolle veränderte Expression aufgezeigt 
werden (Vergleiche Abschnitt 3.1, Tabelle 6). Warum bei so vielen Genen im cDNA-
„microarray“ eine differentielle Expression vorlag, die letztlich mit der Northern-blot-
Technik nicht bestätigt werden konnte, bleibt fraglich. Über die hier 
zugrundeliegenden Gründe kann man nur spekulieren. Die bei den Versuchen 
verwendeten Col-0-Pflanzen waren jeweils unter identischen Bedingungen 
herangezogen worden. Die Infiltration der Kontroll-Pflanzen (mit 
Magnesiumchloridlösung) und die Pathogen-Infiltration der Pflanzen erfolgte parallel, 
so dass alle diese Pflanzen physiologisch dasselbe Stadium gehabt haben sollten. 
Trotzdem könnte es sein, dass nicht erfasste Parameter wie z.B. leichte 
Unterschiede hinsichtlich der Lichtbedingungen, des Feuchtegehaltes etc. die 
Genexpression innerhalb eines Experiments beeinflusst haben.  
Da die cDNA-„microarray“-Technologie sehr teuer ist, sind im Rahmen der Analyse 
von Scheideler et al. (2002) nur 2 unabhängige Einzelversuche ausgewertet worden. 
Von diesen Einzelversuchen mit insgesamt 4 Probenahmezeitpunken erfolgte 
dreimal eine unabhängige cDNA-Synthese und die entsprechende Hybridisierung mit 
dem „microarray“. Für die Auswahl der ESTs standen zu Beginn noch unvollständig 
statistisch ausgewertete Daten zur Verfügung. Die Bearbeitung und Auswertung von 
Daten aus „microarray“-basierenden Analysen ist aufgrund der hohen Anzahl von 
Daten ein weiteres Problem der „microarray“-Technologie. Die Daten aus den 
„microarray“-Experimenten, die uns zunächst zur Verfügung gestellt wurden, waren 
statistisch nach dem Mittelwert erfasst und dargestellt worden. Später wurden die 
gleichen Daten mit Hilfe des „Median“ ausgewertet, was in einigen Fällen zu deutlich 
anderen Ergebnissen führte. Trotzdem bleibt eine Diskrepanz zwischen den 
„microarray“-basierenden Daten und den Analysen auf der Northern-blot-Ebene. 
Möglicherweise sind zwei unabhängige Einzelexperimente nicht ausreichend und die 
daraus resultierenden Daten deshalb nicht hinreichend zuverlässig.  
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4.2 Versuchsplanung und Auswahl der Probenahmezeitpunkte 
Bei der Planung eines solchen cDNA-„microarray“-Experiments kommen Aspekten 
wie genau festgelegte Probenahmezeitpunkte sowie die Erfassung aller Parameter, 
die auf die untersuchten Organismen einwirken (einschließlich Temperatur, Tag-/ 
Nachtrhythmik, Wasserversorgung etc.) eine wichtige Bedeutung zu. Bei der Analyse 
der PCC1-Expression stellte sich heraus, dass die gewählten Probenahmetermine 
für die Erfassung der PCC1-Expression irreführend sein können, da im Falle der 
Charakterisierung des EST 163B24T7 (=PCC1) die endogene Rhythmik der 
Expression den Vergleich der Kontrollpflanzen und der Pathogen-behandelten 
Pflanzen erschwerte (Vergleiche Abschnitt 3.2). Ein Anstieg für die PCC1-mRNA-
Niveaus konnte sowohl bei den Kontrollpflanzen als auch bei den Pathogen-
behandelten Pflanzen beobachtet werden, wobei dieser im Falle der Pathogen-
Pflanze-Interaktion stärker war und auch zum Zeitpunkt 24 Stunden nach dem 
Infiltrationsereignis deutlich erkennbar war (siehe Abschnitt 3.2). Auch wenn die 
Konzeption des „microarray“-Experiments für die Analyse dieses Gens problematisch 
erscheint, war die Planung des Experiments hinsichtlich der zugrundeliegenden 
Zielstellung durchaus richtig. Das Versuchskonzept hatte die Zielstellung, neue Gene 
zu finden, die möglichst früh in der Signaltransduktion bei der Pflanze-Pathogen-
Interaktion aktiviert werden. Man konnte dabei nicht voraussehen, dass diese 
Analysen letztlich zu einem durch so viele Faktoren beeinflussten Gen wie dem 
PCC1-Gen führen würde.  
 
4.3 Northern-blot-Methode als Methode zur Evaluierung der 
differenziell exprimierten ESTs 
Die Northern-blot-Methode ist im Verhältnis zur cDNA-„microarray“-Methode eine 
kostengünstige, bereits seit über 20 Jahren etablierte Methode zur Evaluierung der 
mRNA-Niveaus in Lebewesen. Sie ist aber arbeitsintensiv und nicht so sensitiv wie 
RT-PCR-basierende Techniken (Chen et al., 2003). Die Sensitivität der „microarray“-
Technologie und der Northern-Technologie sollten wie bereits beschrieben auf einem 
vergleichbaren Niveau liegen. Trotzdem konnten mit Hilfe der Northern-Technologie 
20 % der getesteten, laut cDNA-„microarray“ differenziell exprimierten Gene (ESTs) 
nicht detektiert werden. Und dies, obwohl für diese Analysen zum Teil auf PolyA+ 
Northern-blots zurückgegriffen wurde. In einer typischen Pflanzenzelle sind die 
proteinkodierenden mRNAs mit einem Anteil von 1-5 % der Gesamt-RNA vertreten. 
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Da diese mRNAs bei Eukaryonten bis auf wenige Ausnahmen polyadenyliert 
vorliegen, ist es möglich, diese mit Oligo-dT-gekoppelten, magnetischen Kügelchen 
aufzureinigen. Obwohl letztlich 1 µg Poly-A+RNA-Northern-blots verwendet wurden, 
d.h. letztlich ca. 10mal mehr mRNA aufgetragen wurde als beim 10 µg Gesamt-RNA-
Northern-blot, blieb die Northern-Technik bei 20 % der ESTs die Antwort schuldig. 
Es bleibt zu spekulieren, ob die im „microarray“ detektierten Unterschiede auf ein 
Hintergrundrauschen bei den Hybridiserungen beruhten oder auf tatsächlichen 
Expressionsunterschieden. Da viele der hier detektierten ESTs zu mehreren 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung differentielle Expressionsmuster 
zeigten, erscheint ein Hintergrundrauschen als Ursache für die detektierten 
Unterschiede allerdings eher unwahrscheinlich. Wie dem auch sei, für künftige 
Analysen würde ich mich eher für qRT-PCR-basierende Methoden aussprechen, 
auch wenn diese im Vergleich zur Northern-Technologie teurer sind und hinsichtlich 
der PCR-Bedingungen jeweils einer Primer- und Magnesiumchlorid-
Optimierungsphase bedürfen. Hier kann letztlich auch bei sehr niedrigen 
Expressionsniveaus sehr spezifisch und sensitiv die Expression einzelner Gene 
untersucht werden. Außerdem lässt sich durch die Auswahl sehr spezifischer Primer 
das Problem der Redundanz oftmals besser handhaben, insbesondere wenn die 
Sequenzinformationen zu den meist sehr cDNA-spezifischen „UTR“-Bereichen 
vorliegen. Bei 32P-markierten Gen-spezifischen Sonden kann es noch zu einer 
Kreuzhybridisierung mit sehr ähnlichen (redundanten) RNA-Molekülen eng 
verwandter Gene kommen. Dieses Problem lässt sich in vielen Fällen durch ein 
Ausweichen auf die meist sehr spezifischen UTR-Bereiche („untranslated regions“) 
der mRNA umgehen. Ungeachtet der technischen Probleme konnte letztendlich im 
Rahmen dieser Promotionsarbeit mit Hilfe der Daten der „microarray“-Analyse mit 
dem EST 163B24T7 ein bislang nicht beschriebenes, nach Pathogenbehandlung 
induziertes EST identifiziert werden. 
 
4.4 BLAST-Analysen zum EST163B24T7 
Über BLAST-Analysen (Altschul et al., 1997) mit der EST-Sequenz konnte ermittelt 
werden, dass das EST163B24T7 von dem TAIR-Locus At3g22231 zugeordneten 
Gen abstammt. Demnach kodiert das Gen mit einer kodierenden Sequenz von 243 
Nukleotiden für ein bis dato unbekanntes Protein mit einer Länge von 81 
Aminosäuren. Im Rahmen der Datenbankanalysen in BLAST konnte außerdem 
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gezeigt werden, dass es eine Reihe von Paralogen gibt.  Dabei ist At3g22240 mit 65 
% Identität und 73 % Ähnlichkeit („similarity“) dem PCC1-Protein am ähnlichsten. Die 
Identität ist bezogen auf die ersten rund 50 Aminosäuren so hoch, dass zu Beginn 
eine Unsicherheit bestand, welches dieser beiden Gene die 32P-markierte DNA-
Sonde detektierte. Mittlerweile steht fest, dass die resultierenden Signale auf die 
Expression von PCC1 = At3g22231 zurückgehen. Diese Aussage kann getroffen 
werden, da die qRT-PCR Analysen mit eindeutig PCC1-spezifischen „primern“ die 
Northern-blot-Ergebnisse widerspiegelten. Außerdem konnten einige der Northern-
blot-Ergebnisse unter Verwendung von Gen-spezifischen 32P-markierten 
Oligonukleotiden bestätigt werden. Diese hatten ihre Zielsequenz in einem Bereich, 
in dem sich die Sequenzen von PCC1 und seinen Paralogen klar voneinander 
unterscheiden. Entworfen wurden diese Oligonukleotide im Rahmen der 
Promotionsarbeit von Reza Sharifi-Sirchi, der u.a. die Aufgabe hat, die 
Expressionsmuster der Paraloge von PCC1 imTag-/ Nachtrhythmus sowie nach 
Pathogeninokulation zu entschlüsseln. Weitere Paraloge mit etwas geringerer 
Identität zu PCC1 sind At2g32200, At2g32190, At2g32210. Diese sind auf der 
Aminosäure-Ebene immerhin noch bis zu 39 % identisch mit PCC1. Ein weiteres 
mögliches Paralog liegt auf Chromosom 1 (At1g05340) mit ca 31 % Identität zu 
PCC1 (siehe Abbildung 43). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 43:  Aminosäure-Sequenzvergleich von PCC1 und seinen Paralogen. Jeweils dunkel 
hinterlegt sind die zu PCC1 identischen Aminosäuren.  
 1       50
At2g32190 MSQYSQNQSS GAYPTPPVST GPYMTPPPLG YPTSDISHAT VA..PVETKS
At2g32210 MSQYSQNQSS GAYPTPPVST GPYVAPPPLG YPTNDTSHAT VA..TVETKS
At2g32200 MSQYSQNQYA .......VST GPYVAPPPLG YPTNDTTHAT VA..PVETKS
At1g05340 MSQYDHNQSA GANPPPPMST CT.SPPPPIG YPTNQPSHGS VAQGKVETKS
At3g22240 MNPSEQNHLS VEKPS.QTSS GPYTSPPPIG YPTRDAMVGD PPAAAVETKS
PCC1      MNQSAQNYFS VQKPS.ETSS GPYTSPPPIG YPTRDAVVGD PPAAAVETNS
 
 51                                82 
At2g32190 KG......DG FLKGCLAAMC CCCVLDA.CF ~~ 
At2g32210 KG......DG FLKGCLAAMC CCCVLDA.CF ~~ 
At2g32200 KG...EAADG FLKGCLATML ACCVLDA.CI F~ 
At1g05340 KG......DG FFKGCLAAMC CCCALDI.CF ~~ 
At3g22240 KG......DG FWKGCCAAIC CCCVLDA.CF ~~ 
PCC1      KGVNPEAIMS CFSTCMECIF CCGVCSSLCT SE 
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4.5 Interpretation der Expressionsdaten 
 
PCC1 ist bei der Pflanze-Pathogen-Interaktion differentiell exprimiert 
In Abbildung 14 (Abschnitt 3.2.) ist das differentielle Expressionsmuster von PCC1 
nach der P. syringae bzw. MgCl2–Infiltration deutlich erkennbar. Dies konnte in 
mehreren unabhängigen Experimenten gezeigt werden, wobei sich herausstellte, 
dass PCC1 bequem auf Northern-blots mit 10 µg Gesamt-RNA pro Spur detektierbar 
ist. Dennoch entsprach das Ergebnis nicht ganz den ursprünglichen Erwartungen, 
denn man hatte nach einem Gen gesucht, das im Rahmen der Pflanzen-Pathogen-
Interaktion aktiviert wird, nicht aber im Falle der MgCl2–Kontrollinfiltration. Bei den 
MgCl2-behandelten Kontrollpflanzen konnte jedoch auch eine Induktion der 
Expression zum Zeitpunkt 7 h nach Infiltration festgestellt werden (vergleiche 
Abschnitt 3.2). Als möglicher Stimulus für die Induktion von PCC1 bei  diesen 
Kontrollpflanzen kam eine durch das Infiltrationsereignis verursachte Verwundung 
der Pflanzen in Betracht.  
 
Verwundung induziert nicht die PCC1-Genexpression  
Nach Verwundung kann es zu einer veränderten Genexpression (Creelman and 
Mullet, 1997, O´Donnel, 1996) kommen. Dieser Eindruck bestätigte sich bezogen auf 
die Expression von PCC1 allerdings nicht. Im Verwundungsexperiment (Abschnitt 
3.2.1) konnte zwar eine Induktion der Expression von PCC1 zu den Zeitpunkten 4, 5 
und 8,5 Stunden nach der Verwundung festgestellt werden. Allerdings kam es zu den 
Zeitgeberzeitpunkten 31,5 und 55,5 jeweils zu einer erneuten Induktion der PCC1-
Expression. Durch dieses Resultat konnte ein Einfluss der Verwundung bei der 
Infiltration auf die PCC1-Expression zumindest entkräftet werden. Dieser Befund 
wurde auch bei den lediglich mit MgCl2 infiltrierten Kontrollpflanzen im Rahmen der 
Zeitreihen nach Pathogeninfiltration bestätigt (vergleiche Abschnitt 3.2.2). Auch hier 
zeigte sich jeweils zum Tagesende hin eine deutliche Induktion von PCC1. Aufgrund 
dieser wiederkehrenden Induktion des PCC1-Gens wurden zunächst weitere 
Untersuchungen mit unbehandelten Pflanzen unter normalen Licht-/ 
Dunkelbedingungen durchgeführt und es zeigte sich auch hier, dass in 
unbehandelten Pflanzen eine rhythmische PCC1-Expression vorlag (siehe Abschnitt 
3.2.3).  
 
4 Diskussion 
___________________________________________________________________ 
 110
Die circadiane Rhythmik von PCC1 ist lichtabhängig 
Schon seit längerem kennt man lichtabhängige bzw. lichtgesteuerte Prozesse bei 
Pflanzen. In der Literatur findet man viele Beispiele von Licht-induzierten Genen. 
Oftmals handelt es sich um Gene, die wie Lhb1B2, Lhb1B1, Lhca5 etc., die für 
Proteine des  Lichtsammelkomplexes kodieren (Tobin and Silverthorne, 1995).  
Aber auch andere Gene wie das Chalkon-Synthase-Gen (CHS) und das für die 
Phenylalanin-Ammonium-Lyase kodierende PAL1-Gen, die beide dem 
Sekundärstoffwechsel zugeordnet werden, sind zumindest bei einigen 
Pflanzenspezies lichtgesteuert (Batschauer et al., 1991, Schroder et al.,1979). Diese 
lichtgesteuerten Gene zeichnen sich dadurch aus, dass sie durch den Stimulus Licht 
induziert werden. Im Unterschied zu Genen, die von der circadianen Uhr gesteuert 
werden, sind diese lichtinduzierten Gene aber in konstanten Licht- bzw. 
Dunkelbedingungen nicht mehr rhythmisch exprimiert.  
 
PCC1 lichtgesteuert oder von der inneren Uhr kontrolliert? 
Um herauszufinden, ob die rhythmische PCC1-Expression von der inneren Uhr 
gesteuert ist oder ob es sich eher um eine rein Licht-gesteuerte Induktion handelt, 
wurde die Expression von PCC1 in unbehandelten und zuvor in Kurztagbedingungen 
synchronisierten Col-0 Pflanzen unter Kurztagbedingungen und parallel unter 
Dauerlichtbedingungen untersucht (vergleiche Abschnitt 3.2.3). Dabei zeigte sich, 
dass die mRNA-Niveaus von PCC1 auch unter konstanten Lichtbedingungen eine 
deutliche Rhythmik aufwiesen, wenngleich es im Vergleich zu den Pflanzen unter 
fortgesetzten Kurztagbedingungen zu einer Phasenverschiebung der Maxima kam 
(vergleiche Abschnitt 3.2.3). Diese auch unter Dauerlichtbedingungen stabile 
Rhythmik deutet auf den Einfluss eines endogenen circadianen Oszillators auf die 
Expression von PCC1 hin. Einen weiteren Hinweis für die Beteiligung der inneren 
Uhr an der Steuerung der Expression von PCC1 ergab sich aus der Analyse der 
Expression von PCC1 in 35S::CCA1-Pflanzen. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, 
gilt CCA1 als eine Komponente des zentralen Oszillators in Arabidopsis und 
infolgedessen sind in der 35S::CCA1-Linie zahlreiche circadiane Rhythmen massiv 
gestört (Macino, 2001; Strayer et al., 2000; Wang and Tobin, 1998). Die rhythmische 
Expression von PCC1 unter konstanten Lichtbedingungen war in diesem 
genetischen Hintergrund deutlich arryhthmischer als beim Col-0-Wildtyp. Dagegen 
zeigte sich unter fortgesetzten Licht- / Dunkelbedingungen (Kurztag) auch bei 
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35S::CCA1-Pflanzen eine rhythmische PCC1-Expression, was darauf hindeutet, 
dass das circadiane System insbesondere unter konstanten Lichtbedingungen in die 
Steuerung des PCC1-Expression eingreift. 
 
Die rhythmische Expression von PCC1 weicht im Falle der Pflanze-Pathogen-
Interaktion einer konstant starken Expression  
Durch Beobachtung der Expression von PCC1 wurde in Pathogenexperimenten 
durch diese Arbeit verdeutlicht, dass die PCC1-Expression nach virulenter und 
avirulenter Pathogeninfiltration eine deutliche zusätzliche Induktion erfährt 
(vergleiche Abschnitt 3.2.2). Hier kommt es im Rahmen der inkompatiblen Interaktion 
mit avirulenten P. syringae pv. tomato (Pst avrRPT2) zu einer durchgehend starken 
Induktion in einem Zeitraum von ewa 50 Stunden, wohingegen diese Induktion bei 
der Interaktion mit virulenten P. syringae pv. tomato (ohne avrRPT2) mit rund 32 
Stunden etwas weniger lange anhielt (vergleiche Abschnitt 3.2.2). Es kommt also in 
der Folge der Pathogen-Interaktion im Vergleich zur MgCl2 -Kontrolle zu einer sehr 
deutlichen zusätzlichen Stimulation der Genexpression von PCC1.  
 
Die Expression von CCA1 wird durch die Pathogen-Pflanze-Interaktion nicht 
beeinflusst 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass mit CCA1 eine Komponente des circadianen 
Systems zumindest unter konstanten Lichtbedingungen an der Expression von PCC1 
beteiligt ist, stellte sich die Frage, ob eine bereits beschriebene zentrale Komponente 
des circadianen Systems wie CCA1 durch ein Ereignis wie die Pflanze-Pathogen-
Interaktion beeinflusst wird. Dies konnte allerdings ausgeschlossen werden. Die 
Expression von CCA1 war unbeeinflusst durch die Pathogen-Pflanze-Interaktion 
(vergleiche Abschnitt 3.2.4). Die Kinetik der mRNA-Niveaus von CCA1 bei den 
Pathogen-behandelten Pflanzen war im Vergleich mit den MgCl2–Kontrollpflanzen 
nicht verändert. Aus diesem Ergebnis ließ sich ablesen, dass für die Pathogen-
bedingte Stimulation der Expression von PCC1 andere, nicht zur inneren Uhr 
gehörende Komponenten verantwortlich sein müssen.  
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4.6 Identifikation von Faktoren, die an der Steuerung von PCC1 
beteiligt sind 
Um zu ermitteln, welche Komponenten der Pathogen-bedingten Signaltransduktion 
bei der Steuerung der Expression von PCC1 beteiligt sind,  wurde ein Experiment mit 
verschiedenen Mutanten durchgeführt. Diese Mutationen wirken sich negativ auf die 
Signaltransduktion bei der Pathogen-Pflanze-Interaktion aus und führen letztlich 
zumindest zu einer Beeinträchtigung der pflanzlichen Abwehrreaktionen. Anhand 
ihrer Lokalisation relativ zur Salicylsäure bezeichnet man die hier betroffenen 
Gene/Proteine als Faktoren oberhalb bzw. unterhalb der Salicylsäure (siehe auch 
Abb. 1 Abschnitt 1). Zudem wurde die transgene NahG-Linie untersucht, welche 
aufgrund der Salicylat-Hydroxylase-Aktivität des NahG-Proteins keine Salicylsäure 
akkumulieren kann und infolgedessen einen anfälligen Phänotyp zeigt. Außerdem 
wurde die ein2-(„ethylene insensitive 2“)  Mutante mit in diese Versuchsreihe 
aufgenommen. Die ein2- Mutante ist insensitiv gegenüber der Behandlung mit 
Ethylen (Guzman and Ecker, 1990). Thomma et al. (1999) konnten zeigen, dass die 
Pathogen-abhängige Induktion von PDF1-2, PR-3 und PR-4 („pathogenesis related 
proteins 3 + 4“) in ein2-Mutanten inhibiert war, also u.a. von einem funktionalen 
EIN2-Protein abhängig ist. Man unterscheidet also zwischen Salicylsäure-
abhängigen und alternativen Ethylen- und Jasmonsäure-abhängigen Signalwegen, 
die allerdings einander beeinflussen und miteinander vernetzt sind (Dong, 1998, 
Feys and Parker, 2000, Pieterse et al., 2001).  
 
Pathogen-stimulierte Expression von PCC1 ist unabhängig von Ethylen 
Um einen eventuellen Einfluss des Ethylen-abhängigen Signalwegs zu detektieren, 
wurde die Pathogen-bedingte Induktion von PCC1 auch in der ein2-Mutante 
(Pennickx et al., 1998) untersucht. Eine Beteiligung von EIN2 bei der Pathogen-
bedingten Expression von PCC1 kann nach den in Abschnitt 3.2.6 beschriebenen 
Ergebnissen ausgeschlossen werden, denn in der ein2-Mutante konnte die PCC1-
Expression durch die Infiltration von avirulenten P. syringae pv. tomato (avrRPT2) im 
Vergleich zur MgCl2 -Kontrolle deutlich stimuliert werden. Damit ist klar, dass EIN2 
nicht essentiell ist für die Induktion von PCC1. 
 
 
4 Diskussion 
___________________________________________________________________ 
 113
Pathogen-stimulierte Expression von PCC1 ist unabhängig von RPS2 
Bei der rps2-101C-Mutante ist das für die Erkennung des bakteriellen Avirulenzgens 
avrRPT2 zuständige Resistenzgen RPS2 mutiert (Bent et al., 1994). Im Rahmen der 
Analysen zur Beteiligung der Pathogen-abhängigen Induktion von PCC1 (vergleiche 
Abschnitt 3.2.6) konnte bei der rps2-101C-Mutante eine deutliche Stimulation der 
Expression von PCC1 gezeigt werden. Damit scheint es im Fall der PCC1-Induktion 
unerheblich zu sein, ob die Pflanzen mit einem kompatiblen (virulenten) oder 
inkompatiblen (avirulenten) Pathogen behandelt werden. Andererseits war die 
Induktion von PCC1 im Rahmen der inkompatiblen Interaktion etwas nachhaltiger 
beeinflusst (56 Stunden starke Expression von PCC1) als bei der kompatiblen 
Interaktion (rund 30 Stunden starke PCC1-Expression; vergleiche Abschnitt 3.2.2). 
Insofern ist die Induktion von PCC1 offenbar nicht gänzlich unbeeinflusst von der 
Gen-für-Gen-Erkennung, doch führte der Verlust der Gen-für-Gen-Erkennung des 
Pathogens nicht zu einer vollständigen Inhibition der Induktion von PCC1.  
 
Pathogen-stimulierte Expression von PCC1 ist unabhängig von NDR1 
Das NDR1-Gen kodiert für ein kleines, vermutlich integrales Membranprotein 
(Century et al., 1997) und der Verlust von NDR1 führt zu einem 
bakterienstammspezifischen Verlust der Induktion der hypersensitiven Reaktion 
(HR). So kommt es nach der Infiltration mit avrRPT2 tragenden Pseudomonas 
syringae nicht zur Ausprägung einer HR. Bei Interaktion mit avrB-, avrRpm1- oder 
avrPphB-tragenden Pseudomonaden kommt es dagegen zu einem „übertriebenen“ 
Zelltod, wobei das Wachstum dieser Bakterien jedoch nicht wirksam unterdrückt wird 
(Century et al., 1995). Somit sind ndr1-Pflanzen trotz sehr unterschiedlicher 
phänotypischer Krankheitsverläufe gegen avrRPT2 tragende P. syringae pv. tomato 
(Pst) als auch gegen avrB, avrRpm1 oder avrPphB-tragende Pst deutlich anfälliger 
als der Wildtyp. Laut Shapiro und Zhang (2001) liegt in ndr1-Pflanzen eine Inhibition 
der verstärkten Salicylsäureakkumulation in der Folge R-Gen-vermittelten Bildung 
von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) in der sehr frühen Phase der 
Signaltransduktion vor. Obwohl NDR1 ein wichtiger Faktor in der Signaltransduktion 
nach der Erkennung von avrRPT2 ist, wirkt sich sein Funktionsverlust ebensowenig 
wie der Verlust des Resistenzgens RPS2 inhibierend auf die Pathogen-bedingte 
Induktion von PCC1 aus. Somit konnte auch in ndr1-Pflanzen eine deutliche 
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Induktion von PCC1 nach Infiltration avirulenter Pst nachgewiesen werden 
(vergleiche Abschnitt 3.2.6). 
  
Pathogen-stimulierte Expression von PCC1 auch in pad4-2 und eds1-2 noch 
nachweisbar 
EDS1 und PAD4 kodieren für Lipase-ähnliche Proteine, die wie bereits in der 
Einleitung erwähnt miteinander interagieren (Feys et al., 2001). Sie sind einerseits 
beteiligt an der Signalübertragung nach der Erkennung von vielen Avirulenzgenen 
des TIR-NBS-LRR-Typs, andererseits konnte für PAD4 eine Bedeutung bei basalen 
Abwehrmechanismen hinsichtlich der Phytoalexinbildung im Rahmen der 
kompatiblen Pflanze-Pathogen-Interaktion nachgewiesen werden (Glazebrook, 
1997). Im Rahmen unserer Untersuchungen konnte sowohl bei der pad4-2- als auch 
bei der eds1-2-Mutante eine Stimulation der Expression von PCC1 in der Folge der 
Pathogenbehandlung nachgewiesen werden. Insgesamt waren die Signale bei 
diesen auf den „Landsberg erecta“- Arabidopsis Genotyp basierenden Linien deutlich 
schwächer als bei den auf den Ökotyp Columbia basierenden Mutanten. Letztendlich 
lag aber auch bei den pad4-2- und bei eds1-2- Pflanzen eine Stimulation der 
Expression von PCC1 im Vergleich zur jeweiligen MgCl2 -behandelten Kontrolle vor 
(siehe Abschnitt 3.2.2). Allerdings waren die Signale bei pad4-2 und eds1-2 etwas 
schwächer als bei Landsberg erecta, was auf eine partielle Bedeutung von EDS1 
und PAD4 hindeuten könnte. Letztlich konnte aber gezeigt werden, dass EDS1 und 
PAD4 nicht essentiell sind für die Pathogen-stimulierte Expression von PCC1. 
 
Induktion von PCC1 ist Salicylsäure-abhängig 
Die zentrale Funktion der Salicylsäure bei Pathogen-abhängigen Abwehrreaktionen 
ist bekannt, seitdem man festgestellt hat, dass transgene NahG-Tabak-Pflanzen eine 
erhöhte Anfälligkeit gegenüber Pathogenen aufweisen (Gaffney et al., 1993; Delaney 
et al., 1994; Mur et al., 1997). Da NahG-Pflanzen nicht in der Lage sind, Salicylsäure 
zu akkumulieren, führt dies zur Inhibition der SA-bedingten Potenzierung von 
Abwehrprozessen  (Weymann et al., 1995; Mauch-Mani and Slusarenko, 1996). Zu 
diesen Abwehrprozessen zählt die Induktion von Prozessen unterhalb 
(„downstream“) der Salicylsäure wie die Ausprägung der systemischen Resistenz 
(„SAR“) als auch die Induktion von „pathogenesis-related“-Genen wie PR-1, PR-5  
etc. 
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Bei der Untersuchung der PCC1-Expression nach Infiltration avirulenter Pst 
(avrRPT2) versus MgCl2 -Kontrolle konnte in der transgenen Arabidopsis NahG-Linie 
eine Inhibition der Induktion von PCC1 registriert werden (siehe Abschnitt 3.2.6 und 
3.2.7). Dieser Befund zeigt eine Salicylsäure-Abhängigkeit bei der Induktion von 
PCC1 auf. Aus diesem Grund kann PCC1 unterhalb der Salicylsäure angesiedelt 
werden. Dieser Eindruck wird durch Daten der Diplomandin Janine Muyrers bestätigt, 
wonach die Behandlung von Col-0-Pflanzen mit exogener Salicylsäure die 
Expression von PCC1 induziert (Muyrers persönl. Mitteilung). Um ganz sicher zu 
gehen,  dass die Erkenntnisse aus den NahG-Pflanzen nicht  auf  pleiotrope Effekte 
der NahG-Linie zurückgehen (Heck et al., 2003) wäre es empfehlenswert, die 
Infiltrationsexperimente noch einmal mit sid2-Pflanzen zu wiederholen. Das durch 
SID2 kodierte Protein, eine plastidäre Isochorismat-Synthase, ist für die Biosynthese 
von Salicylsäure notwendig (Nawraht and Métraux, 1999). Somit können sid2-
Mutanten keine Salicylsäure aufbauen und zeigen einen NahG-ähnlichen, sehr 
pathogenanfälligen Phänotyp. Allerdings gibt es bei der sid2-Mutante nicht die von 
Heck et al. (2003) in der NahG-Linie beschriebenen pleiotropen Effekte. Für die 
Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation standen keine sid2-Mutanten zur 
Verfügung. 
 
Pathogen-stimulierte Expression von PCC1 ist abhängig von NPR1  
Bei dem NPR1-Protein handelt es sich um ein Regulatorprotein, welches maßgeblich 
an der Induktion von Abwehrgenen wie den „pathogenesis related“-Genen PR-1, PR-
2 und PR-5 sowie der Ausprägung der systemischen Resistenz (SAR) beteiligt ist 
(Cao et al., 1994; Zhou et al., 2000). Die Rolle von NPR1 wird unterhalb der 
Salicylsäure eingeordnet. In npr1-Pflanzen zeigte sich wie in NahG-Pflanzen keine 
Induktion der PCC1-Genexpression nach Infiltration avirulenter Pst avrRPT2. Dies 
deutet darauf hin, dass die Pathogen-bedingte Induktion von PCC1 ebenso wie die 
Induktion von beispielsweise PR-1 etc. vom Vorhandensein eines funktionalen 
NPR1-Proteins abhängig ist.   
 
Das circadian gesteuerte AtGRP7 ist nicht abhängig von Salicylsäure  
Das AtGRP7-Gen wird wie bereits in der Einleitung erwähnt, ebenfalls durch die 
circadiane Uhr gesteuert und die maximalen mRNA-Niveaus wurden wie auch bei 
PCC1 jeweils am Tagesende ermittelt. Um auszuloten, ob die Transkription der Gene 
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PCC1 und AtGRP7 möglicherweise durch ähnliche Mechanismen gesteuert werden, 
wurde die AtGRP7-Expression ebenfalls nach Pst avrRPT2-Infiltration sowie nach 
MgCl2 –Behandlung in Col-0 sowie in NahG-Pflanzen analysiert.  Allerdings wurde 
die Expression des AtGRP7-Gens weder durch die Pflanze-Pathogen-Interaktion 
noch durch das Fehlen der Salicylsäure bei der NahG-Linie beeinflusst (vergleiche 
Abschnitt 3.2.8). Somit steht fest, dass AtGRP7 und PCC1 zwar beide von der 
circadianen Uhr gesteuert werden, denn in 35S::CCA1-Pflanzen ist die rhythmische 
Expression beider Gene gestört. Allerdings wirken zumindest hinsichtlich der 
pathogenbedingten Expression unterschiedliche regulatorische Faktoren auf die 
Expression dieser beiden Gene. 
 
Auch die circadian-rhythmische Induktion von PCC1 ist Salicylsäure-abhängig 
Weitere während dieser Promotionsarbeit durchgeführten Versuche führten zu der 
Erkenntnis, dass PCC1 nicht nur hinsichtlich seiner Pathogen-bedingten Expression, 
sondern auch hinsichtlich seiner circadian gesteuerten rhythmischen Expression von 
Salicylsäure und NPR1 abhängig ist. Einen ersten Hinweis auf diese generelle 
Abhängigkeit von Salicylsäure lieferte ein weiterer Pathogeninfiltrationsversuch von 
NahG-Pflanzen und Col-0 Pflanzen (vergleiche Abschnitt 3.2.7). Bei diesem Versuch 
waren sowohl NahG-Pflanzen als auch Col-0 Pflanzen mit Pst (avrRPT2) infiltriert 
worden. 5 h, 10 h und 20 h nach dem Infiltrationsereignis wurde die Expression von 
PCC1 mittels Northern-blot erfasst. Wie erwartet, konnte sowohl die circadian 
gesteuerte Expression von PCC1 5 h und 10 h nach dem Infiltrationsereignis bei den 
mit MgCl2- sowie auch bei den mit Pst (avr-RPT2)-infiltrierten Col-0 Pflanzen 
detektiert werden. Diese Probenahmezeitpunkte lagen abends, zum Zeitpunkt der 
circadian rhythmisch maximalen Expression von PCC1. Im Falle der Behandlung mit 
den avirulenten Pseudomonaden wurde zudem eine Pathogen-bedingte Induktion 
von PCC1 auch zum Frühmorgen-Zeitpunkt (t = 20 Stunden) detektiert, die bei den 
MgCl2 -infiltrierten Col-0-Pflanzen erwartungsgemäß ausblieb (siehe Abschnitt 3.2.7). 
Bei den NahG-Pflanzen konnte weder die circadian-rhythmische Fluktuation der 
PCC1-mRNA-Niveaus noch eine Pathogen-induzierte Expression festgestellt 
werden. Eine Rolle der Salicylsäure bei Pathogen-bedingten PCC1-Aktivierung war 
aufgrund der Pathogen-Infiltrationsversuche (Abschnitt 3.2.6) erwartet worden, doch 
eine Abhängigkeit von circadian gesteuerten Genen von Salicylsäure ist bislang noch 
nicht beschrieben worden. 
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Rhythmische Expression von PCC1 ist auch in npr1-Pflanzen inhibiert 
Nun galt es zu erfahren, ob die circadian-rhythmische Expression von PCC1 auch 
von einem funktionalen NPR1-Gen bzw. Protein abhängig ist. Dazu wurde bei 
unbehandelten npr1-Pflanzen sowie parallel bei Col-0-Wildtyp-Pflanzen untersucht, 
inwieweit unter Kurztagbedingungen noch eine rhythmische Expression von PCC1 
vorlag (vergleiche Abschnitt 3.2.9). Dabei konnte in Col-0 Pflanzen ein „normaler“ 
rhythmischer Anstieg der mRNA zum Tagesende detektiert werden, wogegen dieser 
Anstieg zum Tagesende bei den npr1-Mutanten ausblieb. Somit ist gezeigt, dass 
sowohl die rhythmische Expression von PCC1 wie auch die Pathogen-bedingte 
Induktion von einem funktionalen NPR1-Protein abhängig ist.  
 
4.7 Gemeinsamkeiten von PR-1 und PCC1 hinsichtlich ihrer 
Expression  
Die Analyse der PR-1-Genexpression hat sich innerhalb der letzten 15 Jahre als ein 
wichtiges Instrument zur Beurteilung von Wirt-Parasit–Wechselwirkungen und 
insbesondere als ein molekularer Marker für die Ausprägung einer systemischen 
Resistenz (SAR) durch die Pflanze etabliert (Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 
1994, Nawrath and Metraux, 1999, Gupta et al., 2000, Maldonado et al., 2002). 
Hinsichtlich seiner Abhängigkeit von NPR1 haben PCC1 und PR-1 eine 
Gemeinsamkeit. Es gibt noch weitere Gemeinsamkeiten, denn beide, PR-1 und 
PCC1, sind abhängig vom abiotischen Umweltfaktor Licht. 
 
Salicylsäure- oder Pathogen-bedingte Induktion von PR-1 ist an den Faktor 
Licht gekoppelt 
Obwohl die Analyse der Expression von PR-1 als Marker für induzierte Resistenz 
(SAR), zum Beispiel ausgelöst durch Salicylsäureanaloga, in sehr vielen 
Arbeitsgruppen verwendet wurde, weiß man erst seit kurzem, dass PR-1 hinsichtlich 
seiner Induktion durch exogene Salicylsäure oder Pathogene stark lichtabhängig ist. 
Genoud et al. (2002) konnten experimentell beweisen, dass sowohl die Entwicklung 
einer Resistenz als auch die effektive Induktion von PR-1 und PR-5 , sowie auch die 
Ausprägung einer HR stark lichtabhängig sind. So lag bei in Dunkelheit inkubierten 
Col-0- und NahG-Pflanzen die Zahl der reisolierten P. syringae (avrRPT2) 3 Tage 
nach der Infiltration auf demselben Niveau. Eine effektive Hemmung der avirulenten 
Pst erfolgte erst unter Lichtbedingungen, denn hier kam es zu einer deutlichen 
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Diskriminierung zwischen Wildtyp-Pflanzen und NahG-Pflanzen, wobei die Col-0-
Pflanzen erheblich weniger Bakterienwachstum zuließen (Genoud et al., 2002). Auch 
die Ausprägung der hypersensitiven Reaktion blieb bei den Wildtyppflanzen in 
Dunkelheit aus, wohingegen diese unter Lichtbedingungen sehr deutlich messbar 
war. Genoud et al. konnten außerdem zeigen, dass für diese Licht-abhängigen 
Prozesse, nämlich PR-1-Genexpression bzw. Resistenz ein funktionales Phytochrom 
A/B vorhanden sein muss, denn in der phyA/phyB-Doppelmutante konnte 3 Tage 
nach der Pathogen-Inokulation trotz Inkubation in Licht weder eine wesentlich 
erhöhte PR-1-Gen-Expression noch eine funktionale Abwehr festgestellt werden. Die 
Anzahl der reisolierten Bakterien lag bei der phyA/phyB-Doppelmutante auf 
vergleichbar hohem Niveau wie bei der anfälligen NahG-Linie. Auch durch exogene 
Salicylsäure konnte PR-1 bzw. PR-5 in der phyA/phyB-Mutante nicht induziert 
werden (Genoud et al.,  2002). Somit besteht offenbar eine Verbindung zwischen der 
Photorezeptor (Phytochrom A/B)-vermittelten Signaltransduktion und der 
Salicylsäure- bzw. NPR1-abhängigen Expression von PR-1 und PR-5.  
 
Auch die circadiane Expression von PCC1 ist Licht-abhängig 
Wir untersuchten den Einfluss verschiedener Lichtqualtitäten auf die Expression von 
PCC1. Dabei wurden unbehandelte, zuvor in Kurztagbedingungen synchronisierten 
Col-0 Pflanzen zum Versuchsbeginn in verschiedene (Dauer-)Lichtbedingungen 
sowie ins Dauerdunkel transferiert. Die Lichtbedingungen waren Weiß-, Hellrot-, 
Dunkelrot- sowie eine Blau-Lichtbestrahlung (vergleiche Abschnitt 3.2.10). Dabei 
wurde die Lichtabhängigkeit von PCC1 deutlich. So war die Expression von PCC1 
bereits am 1. Tag nach dem Wechsel in Dunkelbedingungen sowie dem Wechsel in 
Dunkelrotlichtbestrahlung auf der Northern-Ebene praktisch nicht mehr detektierbar 
(Abschnitt 3.2.10.). Dagegen konnte bei den Pflanzen unter ausschließlicher Hellrot- 
und „normaler“ Weißlichtbestrahlung weitgehend die bereits im Abschnitt 3.2.3 
beschriebene fortgesetzte rhythmische Expression beobachtet werden. Wobei die 
Kinetik der PCC1-Expression unter den Weißlichtbedingungen einen etwas anderen 
Verlauf zeigte als unter Hellrotbedingungen. Letztlich ist aber sowohl unter Weißlicht- 
und unter Hellrotlicht-Bestrahlung eine fortgesetzte rhythmische Expression von 
PCC1 zu beobachten. Unter ausschließlicher Blaulichtbestrahlung war die Situation 
noch einmal anders, denn hier kam es zu einem langsamen, aber stetigen Anstieg 
der PCC1-mRNA-Mengen  (siehe Abschnitt 3.2.10.). 
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Erfolgt eine Einflussnahme auf die Expression von PCC1 durch Phytochrom-
vermittelte Signalwege? 
Diese Daten legen hinsichtlich der PCC1-Expression eine Beteiligung von 
Phytochrom nahe. Im Dunkeln bzw. unter Dunkelrotlichtbestrahlung liegt Phytochrom 
B in der „Pr“-Form vor, welches als die physiologische inaktive Form des 
Phytochroms gilt. Unter Hellrot- bzw. Weißlichtbestrahlung liegt das Phytochrom B 
vorwiegend in der aktiven „Pfr“-Form  vor. Diese aktive Form ist verantwortlich für 
eine veränderte Gen-Expression, was zu den entsprechenden 
phytomorphogenetischen Effekten führt (Quail, 2002). Bei Phytochrom A verhält es 
sich genau anders herum. Bei Dunkelrotlichtbestrahlung liegt Phytochrom A in der 
„Pfr“-Form vor (physiologische inaktive Form) und unter Hellrot- bzw. 
Weißlichtbestrahlung liegt das Phytochrom A vorwiegend in der aktiven „Pfr“-Form  
vor. Ob nun die inaktive Phytochrom B- oder die aktivierte Phytochrom A-Variante 
oder ggf. beide Phytochrome maßgeblich an der Aktivierung von PCC1 bzw. 
Hemmung von PCC1 beteiligt sind, ist mit diesem Kenntnisstand noch sehr 
spekulativ. Es könnte unter Dauerdunkel- und Dunkelrotlichtbedingungen eine 
Inhibition der PCC1-Expression durch den Wegfall eines Phyt B-abhängigen 
Positivregulators  vorliegen und/oder  durch einen Phyt A-abhängigen Negativ-
Regulator (Repressor) vermittelt werden. Andererseits ist offenbar auch ein 
Blaulichtrezeptor (Cryptochrom 1/2 ?!) an der Steuerung der Expression von PCC1 
beteiligt, denn unter ausschließlicher Dauerblaulichtbestrahlung kam es zu einem 
langsamen, aber stetigen Anstieg der PCC1-mRNA-Mengen über den gesamten 
Untersuchungszeitraum von 60 Stunden Mengen (Abschnitt 3.2.10.). Allerdings 
könnte dies ebenfalls über Phytochrom vermittelt sein, denn z.B. Phytochrom B kann 
auch über Blaulicht aktiviert werden (Quail et al., 1995), doch stellt sich dann die 
Frage, warum es hier nicht zu einer rhythmischen Expression, sondern zu einem 
langsamen, aber stetigen Anstieg von PCC1 kam. Als mögliche alternative 
Blaulichtrezeptoren kämen außerdem noch Phototropine (Briggs and Christie, 2002) 
oder auch die Proteine wie Zeitlupe und FKF1 in Frage, die über eine LOV-Domäne 
verfügen, wie sie bereits in anderen Blaulichtrezeptoren beschrieben wurden  
(Nelson et al., 2000; Somers et al., 2000). Zum derzeitigen Stand der 
Untersuchungen des Einflusses der einzelnen Lichtrezeptoren und Wellenlängen auf 
die Expression von PCC1 ist es nicht möglich, die hier verantwortlichen 
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Lichtrezeptoren genauer zu manifestieren. Es bleibt letztlich festzuhalten, dass die 
Pflanze ohne den Faktor Licht nicht in der Lage ist, auf Northern-blot-Ebene 
detektierbare PCC1-mRNA-Niveaus zu akkumulieren, was eine weitere Analogie zur 
PR-1-Expression darstellt. Angesichts dieser Informationen war es naheliegend, 
einmal eine vergleichende Analyse des PR-1-Promotors und des PCC1-Promotors 
durchzuführen.  
 
4.8 Analyse des PCC1-Promotors mit Hilfe der PLACE-Datenbank 
Bei der Analyse des PCC1-Promotors wurde auf die PLACE- („PLAnt Cis-acting 
regulatory DNA Elements“) Datenbank zurückgegriffen. Diese Datenbank ist unter 
„http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/“ frei zugänglich und nach Eingabe der 
Promotor-Sequenz erfolgt die automatisierte Suche nach bereits beschriebenen 
Promotor-Elementen. 
As1-elemente 
Insbesondere interessierte uns, ob sich im PCC1-Promotor die „TGACG“ = as1 
Elemente finden würden. Im PR-1-Promotor befinden sich zwei solche Elemente und 
es konnte bereits gezeigt werden, dass TGA2 an ein as1-Element des PR-1-
Promotors bindet (Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2000). Innerhalb der ersten 1000 
Basenpaare vor dem Transkriptionsstart des PCC1-Gens konnten mit Hilfe der 
PLACE-Datenbank insgesamt 5 „GTACG“ = „as1“-Elemente identifiziert werden, 
wobei sich um die Region um –350 bis -383 vor dem Transkriptionsstart eine 
Gruppierung von 3 dieser Promotor-Elemente befindet (siehe Abbildung 44 und 
Tabelle 8).  
W-Boxen 
Des Weiteren wurde eine W-Box („TGACC/T“) im Promotor von PCC1 identifiziert 
(siehe Abb. 44). Dieses Promotor-Element ist dem TGA-Element, das z.B. durch 
TGA-6 erkannt wird, sehr ähnlich. Diese W-Box wird durch Transkriptionsfaktoren der  
WRKY-Gruppe erkannt, die sich u.a. durch ein Zink-Finger-Motiv auszeichnen 
(Eulgem et al., 2000). W-Boxen können sowohl als positiv- wie auch als negativ- 
regulatorisch wirken (Eulgem et al., 2000, Asai et al., 2002, Chen et al., 2002, 
Robatzek and Somssich, 2002). Zudem konnten W-Boxen in vielen Promotoren von 
Pathogen- und SA-regulierten WRKY-Genen identifiziert werden (Singh et al., 2002). 
In 35S::AtWRKY6-Überexpressions-Linien konnte man eine konstitutive Aktivierung 
der PR-1-Expression nachweisen. Robatzek et al. (2002) spekulierten, dass diese 
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möglicherweise indirekt über eine Aktivierung der NPR1-Expression vermittelt wird, 
denn auch für NPR1 konnten in der 35S::AtWRKY6 Linie deutlich erhöhte 
Transkriptmengen detektiert werden (Robatzek and Somssich, 2002).  Diese WRKY6 
vermittelte Hochregulation von NPR1 erklärt sich aber auch durch die Analyse des 
NPR1-Promotors. Der NPR1-Promotor enthält unter den ersten 1000 Nukleotiden 3 
W-Boxen in einer Gruppierung zwischen dem Nukleotid –105 und –127 vor dem 
Transkriptionsstart (an den Positionen -105, -124 und –127). Allerdings führt eine 
deutliche Induktion von NPR1 nicht alleine zur Induktion von PR-Genen, sondern es 
muss zudem noch eine erhöhte Menge Salicylsäure vorliegen (Kinkema et al., 2000).  
Dies wurde u.a. bei der Charakterisierung von 35S::NPR1-Linien festgestellt. Die 
basale PR-Genexpression ohne zusätzliche Stimulation war nicht deutlich erhöht, 
sondern für die Induktion der PR-Gene bedurfte es einer zusätzlichen Stimulation 
durch Pathogene  wie in diesem Fall durch P. syringae pv. tomato avrRPM1 oder 
Hyaloperonospora parasitica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Demnach müssten in den 35S::WRKY6-Pflanzen auch erhöhte Salicylsäure-Niveaus 
anzutreffen sein oder die Induktion der PR-1-Expression wird direkt über den 
überexprimierten WRKY6-Transkriptionsfaktor vermittelt. Dies scheint auch durchaus 
möglich, da, wie aus der Tabelle 8 und Abbildung 44 hervorgeht, im PR-1-Promotor 
innerhalb der ersten 1000 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart drei W-Boxen 
identifiziert werden konnten (an den Positionen -347, -384 und –555). Eine genauere 
Analyse des zugrundeliegenden Mechanismus wäre über eine Kreuzung bzw. 
Transformation des 35S::WRKY6-Konstrukts mit npr1-Knockout-Pflanzen möglich. 
Außerdem wäre die Messung der Salicylsäure-Niveaus in den 35S::WRKY6-Pflanzen 
für die Beantwortung dieser Frage hilfreich gewesen, da möglicherweise in den 
35S::WRKY6-Pflanzen erhöhte Salicylsäure-Niveaus vorliegen. Anhand der 
Gen/Promotor-
Elemente 
AS1-Box „TGACG“ W-Box   „TTGAC“ oder 
“TGACT” 
PR1-Promotor -346 (+), -881 (-) -347 (+), -384 (-) 
-555 (-) 
PR5-Promotor keine -248 (-), -494 (-), 968 (+) 
 
PCC1-Promotor -347 (+), -358 (-), -373 (-)
-695 (+), -898 (-) 
-133 (+) 
 
Tabelle 8 :  Vergleich einiger Promotor-Elemente von PCC1, PR-1 und PR-5, die mit Hilfe der PLACE-
Datenbank identifiziert werden konnten. 
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identifizierten Promotor-Elemente könnte man vermuten, dass PR-1 sowohl durch 
WRKY- und TGA-Transkriptionsfaktoren induziert wird, wobei hier die TGA-
Transkriptionsfaktoren offenbar die bedeutendere Rolle spielen. Dagegen scheint bei 
PCC1 die Induktion eher über TGA-Transkriptionsfaktoren reguliert zu sein, denn im 
PCC1-Promotor gibt es deutlich mehr as1-Elemente als im PR-1 Promotor (5 im 
PCC1-Promotor gegenüber 2 in PR-1-Promotor), aber lediglich eine W-Box. 
Dagegen befinden sich im PR-1-Promotor deren drei. Möglicherweise ist der TGA6-
Transkriptionsfaktor auch in der Lage, an die sehr ähnliche W-Box zu binden, so 
dass diese als Zielsequenz für 2 Klassen von Transkriptionsfaktoren fungiert. Es gibt 
in der Literatur keine Hinweise auf eine solche Interaktion. Ein Indiz hierfür könnte 
die Erkenntnis sein, dass in unseren Analysen des PR-5-Promotors keine as1-Box, 
sondern nur W-Boxen identifiziert werden konnten (siehe Abbildung 44).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Induktion von PR-5 ist laut Kinkema et al. (2000) dennoch abhängig von NPR1. 
Offenbar ist im Falle der Pathogen-Pflanze-Interaktion der TGA6-Transkriptionsfaktor 
AT
AT
PCC1-
Promotor
-Elemente 
0 -200  -400 -600   -800  -1000  
AT
0 -200  -400 -600   -800  -1000  
PR1-
Promotor
-elemente 
AS1-Box W-Box
Abbildung 44: Graphische Zusammenfassung von Promotor-Elementen, die gleichermaßen unter 
den ersten 1000 bp des PCC1 wie auch des PR1-Promotors identifiziert werden konnten. 
0 -200  -400 -600   -800  -1000 
PR-5 
Promotor
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bedeutsamer, denn in Linien mit ausschließlich verkürzten (inaktiven) TGA6-
Transkriptionsfaktoren war die Pathogen-bedingte Induktion von PR-1 nach SA- bzw. 
Pathogenbehandlung  zumindest erheblich eingeschränkt (Fan et al., 2002). 
Anhand der identifizierten Promotor-Elemente könnte man vermuten, dass PR-1 
sowohl durch WRKY- und TGA-Transkriptionsfaktoren induziert wird, wobei hier die 
TGA-Transkriptionsfakoren die  bedeutendere Rolle spielen (Fan et al., 2002). Eine 
dementsprechende Skizze wurde durch Singh et al. (2002) veröffentlicht (siehe 
Abbildung 45).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45: Schema der WRKY- bzw. 
NPR1/TGA-abhängigen Induktion
von PR-1 und NPR1 im Rahmen der
Pathogen-Pflanze-Interaktion leicht 
verändert aus Singh et al, (2002).
Bei Pathogenstress reagiert die
Pflanze u.a. durch die Induktion von
WYRK-Transkriptionsfaktoren. Diese
wiederum induzieren direkt PR-Gene 
oder indirekt über die Aktivierung von
NPR1, welches seinerseits über eine
Interaktion mit TGA-Transkriptions-
faktoren in Abhängigkeit von
Salicylsäure zu einer Induktion von
PR-Genen führt. Bei PR-1 scheinen
diese beiden Elemente zu greifen,
bei PCC1 ist die Bedeutung der as1-
Elemente offenbar stärker, denn in 
PCC1 findet sich nur eine W-Box 
und 5 as1-Elemente.  
+ SA
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4.9 Funktion des NPR1-Proteins in der Signaltransduktion 
NPR1 kodiert für ein Protein mit Ankyrin-Wiederholungen (Cao et al., 1997, Ryals et 
al., 1997), die mit Protein-Protein-Interaktionen in Verbindung gebracht werden. Die 
meisten bisher mutierten Allele von NPR1 resultierten aus Mutationen in diesen 
Ankyrin-Domänen, was deren funktionale Wichtigkeit für das NPR1-Protein aufzeigt 
(Cao et al., 1997). Außerdem wurden für das NPR1-Protein Ähnlichkeiten zum 
Transkriptions-Regulatorprotein IκB aus dem tierischen System beschrieben (Ryals 
et al., 1997). Dies deutete schon auf eine Transkriptions-Regulatorfunktion von 
NPR1 hin. Tatsächlich konnte in zwei verschiedenen Labors unabhängig 
voneinander ausgearbeitet werden, dass NPR1 mit einigen Mitgliedern der zur 
Leucin-Subgruppe gehörenden TGA-Transkriptionsfaktoren interagiert (Zhang et al., 
1999; Zhou et al., 2000). Die Bezeichnung „TGA-Transkriptionsfaktoren“ leitet sich 
aus der Sequenz  ab, an die Transkriptionsfaktoren dieser Klasse bevorzugt binden, 
nämlich „TGACG“. Dieses Promotorelement wird auch als as1-Element bezeichnet 
und die Bindung der Transkriptionsfaktoren TGA2 bzw. TGA3 an ein as1-Element 
aus dem PR1-Promotor konnte experimentell in vitro gezeigt werden (Zhou et al., 
2000). Außerdem konnten Kinkema et al. (2000) demonstrieren, dass das NPR1-
Protein in den Zellkern translokalisiert wird und dass diese Translokalisation in den 
Zellkern für die Aktivierung der PR-Genexpression verantwortlich ist. Zudem wurde 
mit Hilfe eines NPR1::HBD-Fusionsproteins („HBD= rat glucocorticoid receptor“) 
deutlich gemacht, dass die Lokalisation in den Zellkern allein nicht hinreichend ist für 
die Induktion der PR-Genexpression. Zusätzlich muss Salicylsäure bzw. ein SA-
Analog vorhanden sein, damit es zu einer Aktivierung der PR-Gene kommt (Kinkema 
et al., 2000). Im Jahre 2002 wurde endgültig demonstriert, dass eine in vivo-
Interaktion zwischen dem NPR1-Protein und dem Transkriptionsfaktor TAG2 
zumindest einen großen Anteil zur Salicylsäure-vermittelten Aktivierung der PR-Gene 
beisteuert  (Fan and Dong, 2002).  
 
Nur zur Rekapitulation sei hier noch einmal zusammengefasst:  
a) die Expression von PCC1 wie auch die Expression von PR-1 / PR-5 ist abhängig 
vom Vorhandensein eines funktionalen NPR1-Proteins 
b) sowohl die Expression von PCC1 als auch die Pathogen-bedingte PR1- / PR5-
Induktion sind lichtabhängig 
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c)  NPR1 wird in vivo in den Zellkern translokalisiert 
d)  NPR1 interagiert dort mit dem TGA2-Transkriptionsfaktor, welcher seinerseits die 
Eigenschaft hat an „as1“- ( =„TGACG“) Promotor-Elemente zu binden 
e) die Bindung von GTA2 an ein „as1“- Promotor-Element im PR1-Promotor wurde 
in vitro nachgewiesen 
f) der PCC1-Promotor verfügt laut PLACE-Analyse innerhalb der ersten 1000 
Nukleotide vor dem Transkriptionsstart über insgesamt 5 „as1“-Promotor 
Elemente (dagegen befinden sich laut PLACE-Datenbank nur zwei „as1“-
Promotor-Elemente unter den ersten 1000 Basenpaaren im PR-1-Promotor). 
 
Diese Kette von Informationen und die im Rahmen dieser Promotionsarbeit 
hervorgebrachten Daten legen den Schluss nahe, dass das PCC1-Gen über den 
NPR1/GTA2-Komplex oder durch die Wechselwirkung von NPR1 mit anderen 
Transkriptionsfaktoren in Abhängigkeit von Salicylsäure aktiviert wird.  
 
4.10 Charakterisierung der 35S::PCC1-Linien  
Wie im Abschnitt 3.3 beschrieben, wurden mit Hilfe des pCHF1-Vektors transgene 
Linien mit einem 35S::PCC1-Konstrukt hergestellt. Da es je nach Integrationsereignis 
bei verschiedenen transformierten Linien durchaus zu unterschiedlichen 
Expressionsniveaus kommen kann, wurde die Expression von PCC1 in den 
homozygoten Linien der T3-Generation überprüft.  Diese Expressionsanalyse 
erfolgte über eine quantitative qRT-PCR (siehe Abschnitt  3.3.2). Dazu wurden 
zunächst entsprechende Primer für diese Methode entworfen und letztlich die 
Methode, insbesondere hinsichtlich der zu verwendenden Primerkonzentrationen, 
evaluiert. Als Kontrolle wurde immer die Expression von Actin 2 erfasst und nach der 
Methode von Igarashi et al. (2003) als interner Standard verwendet. Dabei wird die 
Expression des eigentlich untersuchten Gens (hier PCC1) immer relativ zu Actin 2 
ermittelt. Actin 2 gilt als Haushaltsgen und demzufolge sollen jederzeit weitgehend 
konstante Actin 2 -mRNA-Niveaus in den Zellen vorliegen.  
 
Durchgehend hohe PCC1-mRNA-Niveaus in den 35S::PCC1-Linien  
Es gelang, die Expression von PCC1 in den 35S::PCC1-Linien im Vergleich zur Col-
0-Kontrolle zu erfassen und so konnte auf diesem Weg gezeigt werden, dass in den 
35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 während des Tagesverlaufs weitgehend 
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gleichbleibend hohe PCC1-mRNA-Niveaus vorlagen. Im Gegensatz dazu konnte bei 
der Col-0-Kontrolle die bereits in Abschnitt 3.2.3 beschriebene circadiane Rhythmik 
beobachtet werden. Damit konnte die konstitutiv starke Expression in den 
35S::PCC1-Linien experimentell belegt werden. Es zeigte sich außerdem, dass das 
PCC1-mRNA-Niveau sich bei den 4 verschiedenen Linien auf einem sehr ähnlichen 
Niveau bewegte. Dieses Niveau lag im Bereich dessen, was in Col-0-Pflanzen als 
Maximum zum Tagesende vorliegt. 
 
Wie wirkt sich die PCC1-Überexpression auf die endogene Expression von 
PCC1 aus? 
Diese Frage stellte sich, da zum Beispiel für das bereits beschriebene CCA1-Gen 
sowie auch für das AtGRP7-Gen eine solche Autoregulation gezeigt werden konnten 
(Staiger et al. 2003). Diese Proteine kontrollieren ihre eigene Expression jeweils über 
eine sogenannte Rückkopplungsschlaufe („feedback-loop“). Bei der 35S::CCA1-Linie 
konnte gezeigt werden, dass die endogenen CCA1-mRNA-Niveaus deutlich reduziert 
waren (Wang and Tobin, 1998). Im Falle des AtGRP7-Gens konnte man den 
Mechanismus genauer bestimmen. Staiger et al. (2003) zeigten, dass in 
35S::AtGRP7-Pflanzen ein alternatives „splicing“ zu einer veränderten AtGRP7-
mRNA führt, die eine geringere Lebensdauer aufweist. Dies führt zu einem deutlich 
verringerten „steady-state“-mRNA-Gehalt und letztlich zu einer Unterdrückung der 
endogenen Expression.  
Auch für PCC1 wäre durchaus auch eine Autoregulation als ein Mechanismus der 
Steuerung der rhythmischen Expression denkbar. Wenn eine Autoregulation von 
PCC1 vorläge, müsste in den 35S::PCC1-Überexpressionslinien die endogene 
Expression von PCC1 unterdrückt werden. Um dies festzustellen, wurden wie im 
Abschnitt 3.3.3 beschrieben, spezifische Primer entworfen, die lediglich die 
endogene Expression von PCC1 erfassen konnten. Dies war möglich, da in den 
35S::PCC1-Linien lediglich die kodierende Sequenz ohne die untranslatierten 
mRNA-Regionen am 5´- und 3´-Ende der mRNA zwischen 35S-Promotor und rbcs-
Terminator des pCHF1-Vektors kloniert worden war. Somit war es mit Hilfe von 
Primern, die spezifisch waren für die 3´UT-Region („3´untranslated region“) des 
PCC1-Gens, möglich, die endogene Expression von PCC1 zu erfassen. Die hierfür 
entworfenen Primer wurden ebenfalls auf die qRT-PCR-Methode optimiert und mit 
Hilfe dieser Primer konnte die Expression von PCC1 in Col-0 Pflanzen sowie in der 
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35S::PCC1-Linie 3 erfasst werden. Es erfolgten qRT-PCR-Läufe, in dem von den 
identischen Proben eine qRT-PCR 
a) mit den allgemeinen „Gesamt-PCC1-Primer“ (spezifisch für die kodierende 
Region des PCC1-Gens) und parallel  
b) mit den  PCC1--3´UTR-spezifischen Primern für die Erfassung der endogenen 
Expression durchgeführt wurde. 
Die Expression dieser Konstrukte wurde jeweils relativ zum Actin 2-Standard 
ermittelt. In Abschnitt 3.3 ist deutlich erkennbar, dass die Expression von Gesamt-
PCC1 wieder die über den Tagesverlauf typische circadiane Rhythmik zeigte. 
Dagegen war die Gesamt-PCC1-Expression in den 35S::PCC1-3-Pflanzen wie auch 
schon in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, gleichbleibend stark. Bei der Analyse der 
endogenen Expression von PCC1 mit den 3´UTR-spezifischen Primern konnte 
wiederum bei den Col-0-Pflanzen wie erwartet die circadiane Rhythmik gezeigt 
werden. Diese Rhythmik des endogen exprimierten PCC1 war auch in den 
35S::PCC1-3 Pflanzen zu beobachten. Damit steht fest, dass die konstitutiv starke 
Überexpression in den 35S::PCC1-Linien nicht in Form einer Rückkopplungsschlaufe 
(„feedback-loop“) zu einer Unterdrückung seiner eigenen Expression führte.  
 
4.11 Einfluss der 35S::PCC1-Überexpression auf die Pflanze-
Pathogen-Interaktion  
 
1) Interaktion zwischen Arabidopsis und phytopathogenen Pseudomonas 
syringae  
Da das PCC1-Gen im Falle einer Pathogeninfiltration induziert wurde, wollten wir 
untersuchen, ob die konstitutiv starke Überexpression von PCC1 in 35S::PCC1-
Linien eine im Vergleich zu Col-0 veränderte Pflanze-Pathogen-Interaktion auslöst 
und ob in diesen Linien möglicherweise eine erhöhte Resistenz vorlag.  
Hierfür standen 2 verschiedene Pseudomonaden-Stämme, nämlich P. syringae pv. 
tomato (mit und ohne avrRPT2-Gen) sowie P. syringae pv. maculicola (mit und ohne 
avrRPM1-Gen) zu Verfügung. Die Tatsache, dass diese Stämme alle über 
Antibiotika-Resistenzen verfügen, macht eine Reisolation dieser Bakterien einige 
Tage nach Infiltration relativ unproblematisch. Entsprechende Infiltrationsversuche 
wurden mit den 4 verschiedenen 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7, 8 sowie mit Col-0 
durchgeführt und die Ergebnisse (siehe Abschnitt 3.3.4.2) zeigten für beide 
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Interaktionen, nämlich der Interaktion mit P. syringae pv. tomato sowie P. syringae 
pv. maculicola generell eine etwas höhere Anfälligkeit bei den 35S::PCC1-Linien im 
Vergleich zum Col-0-Wildtyp. Das galt jeweils sowohl für die kompatible als auch für 
die inkompatible Interaktion. Allerdings zeigte sich auch in allen 35S::PCC1-Linien 
weiterhin ein deutlicher Unterschied zwischen kompatibler und inkompatibler 
Interaktion. Somit liegt hier offenbar eine insgesamt etwas erhöhte Anfälligkeit bei 
den transformierten Linien vor, doch war die Gen-für-Gen-Erkennung auch in diesen 
Linien noch funktional und aktiv. Die Überexpression des PCC1-Gens führte also 
nicht, wie man vielleicht erwartet hätte, zu einem gegenüber den phytopathogenen 
Bakterien resistenteren Phänotyp sondern genau umgekehrt. Man kann eher von 
einem allgemein gegenüber Pseudomonaden etwas anfälligeren Phänotyp sprechen. 
Resultierend aus diesen Daten kommt man zu der Erkenntnis, dass das PCC1-Gen 
offenbar nicht für ein antibakteriell wirksames Protein kodiert, welches im Falle einer 
Pflanze-Pathogen-Interaktion verstärkt gebildet wird. 
 
2) Interaktion zwischen Arabidopsis und phytopathogenen Oomyceten 
Hyaloperonospora parasitica Isolaten Noco und Wela 
Um mögliche Auswirkungen der PCC1-Überexpression auf die Resistenz gegenüber 
den phytopathogenen Hyaloperonospora parasitica Isolaten Noco und Wela 
festzustellen, erfolgte eine Inokulation der Isolate Noco und Wela bei etwa 3 bis 4 
Wochen alten 35S::PCC1-Planzen der Linien 3, 4, 7 und 8 im Vergleich zu Col-0. 
Eine Woche nach der Inokulation erfolgte eine Bonitur der Pflanzen. Dabei wurden 
die Pflanzen auf eine erfolgreiche Sporulation (Konidiophorenbildung) auf den 
jeweiligen Linien untersucht. Im Abschnitt 3.3.4.3 wird ersichtlich, dass alle 
35S::PCC1–Linien resistent gegenüber dem Isolat Noco waren, obwohl der 
zugrundeliegende Col-0-Wildtyp hier anfällig war. Dagegen waren 2 der 
transformierten 35S::PCC1–Linien, nämlich die Linien 4 und 7 nicht resistent 
gegenüber dem Isolat Wela, obwohl im Col-0-Hintergrund, vermittelt durch das 
Resistenzgen RPP6, eine Resistenz gegen dieses Isolat vorliegt. Diese Daten waren 
widersprüchlich. Einerseits schien eine konstitutive Überexpression von PCC1 zu 
einer Resistenz gegen das Isolat Noco zu führen, andererseits ging die durch RPP6 
vermittelte Resistenz gegen das Isolat Wela in 2 der 4 transformierten Linien 
verloren. Eine nähere Charakterisierung der Pflanze-Oomycet-Interaktionen über die 
Trypanblaufärbung und entsprechende mikroskopische Auswertungen offenbarten 
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eine hypersensitive Reaktion in den transformierten Linien nach Inokulation von 
Noco und kaum Hyphenwachstum. Die HR blieb in Col-0 erwartungsgemäß aus und 
stattdessen war hier ein ausgedehntes Hyphenwachstum und die Bildung von 
Haustorien zu beobachten (siehe Abschnitt 3.3.4.4).  Diese effektive Abwehr 
inklusive HR in den transformierten Linien wurde offenbar über die konstitutive 
Überexpression von PCC1 vermittelt. Ein denkbarer Mechanismus wäre eine über 
PCC1-vermittelte systemische Resistenz gewesen, doch warum konnten die 
pathogenen Pseudomonaden in den 35S::PCC1–Linien dann zu höheren Titern 
heranwachsen? 
Die Ergebnisse hinsichtlich der erhöhten Anfälligkeit gegenüber den 
Pseudomonaden sprachen also gegen eine PCC1-vermittelte systemische Resistenz 
und als Schlussfolgerung blieb eine durch die PCC1-Überexpression vermittelte 
erhöhte Sensibilität in den 35S::PCC1–Linien gegenüber Noco, die letztlich offenbar 
zu einer effektiven Abwehr inklusive hypersensitiver Reaktion führte. So blieb immer 
noch die Inkonsistenz hinsichtlich der Wela- Resistenz bzw. Anfälligkeit. 
 
Handelte es sich um 4 unabhängige Transformanten? 
Denkbar, wenn auch extrem unwahrscheinlich, schien eine Inaktivierung 
(„Knockout“) des Resistenzgens RPP6 in den Linien 4 und 7 durch eine Integration 
des 35S::PCC1-Konstrukts in diesem Gen. Um zu klären, ob es sich bei den Linien 4 
und 7 möglicherweise um Pflanzen handelt, die aus einem T-DNA-Insertionsereignis 
hervorgegangen waren, wurde ein Southern-blot der 4 Überexpressionslinien und 
Col-0 hergestellt (siehe Abschnitt 3.3.4.5). Mit Hilfe dieser Southern-blot-Analyse 
konnte gezeigt werden, dass in allen 4 Linien eine T-DNA-Insertion stattgefunden 
hatte, denn die radioaktiv-markierte rbcs-spezifische Sonde konnte nur in den 
transformierten Linien hybridisieren und entsprechende Signale liefern. Sowohl 
anhand des EcoRI-Verdaus als auch anhand des HindIII-Verdaus konnte 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Linien 4 und 7 um genetisch 
identische Individuen handelte. Während es sich bei der Linie  35S::PCC1-4 offenbar 
um eine Linie mit mehreren T-DNA-Insertionen handelte (sowohl im EcoRI-Verdau 
als beim HindIII-Verdau waren 3 Banden erkennbar, siehe Abb. 37 / Abschnitt 
3.3.4.5), liegt  bei der Linie 35S::PCC1-7 offenbar eine einfache T-DNA-Insertion vor. 
Auch hinsichtlich der Größe lagen Banden im Falle des EcoRI-Verdaus bei den 
Linien 4 und 7 eindeutig auf unterschiedlicher Höhe. Durch diese Daten schied eine 
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Integration der T-DNA in das Resistenzgen als Erklärung für den Wela-anfälligen 
Phänotyp bei den Linien 4 und 7 mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit aus, denn es war 
extrem unwahrscheinlich, dass in zwei unabhängigen T-DNA-Insertionsereignissen 
jeweils das Resistenzgen RPP6  bzw. hier benötigte Komponenten der 
Signaltransduktion „getroffen“ worden sind. 
 
Alle 4 transformierten 35S::PCC1-Linien zeigten einen Frühblühphänotyp 
In entsprechenden Analysen konnte bei den 35S::PCC1-Linien 3, 4, 7 und 8 ein im 
Vergleich zu Col-0 deutlich beschleunigter Phänotyp festgestellt werden. Dies konnte 
wie im Abschnitt 3.3.4.1 beschrieben sowohl unter Langtag- als auch unter 
Kurztagbedingungen beobachtet und dokumentiert werden. Dabei war die Linie 
35S::PCC1-3 die am schnellsten Blühende (siehe Abschnitt 3.3.4.1). Es schien, als 
ob durch die konstitutive Expression von PCC1 eine beschleunigte Blütenbildung 
hervorgerufen werden würde. 
 
4.12 Analyse der 35S::PCC1-Linien auf dem „Landsberg erecta“-
Hintergrund (Ler) 
Um zu manifestieren, ob sich die PCC1-Überexpression auch in anderen Genotypen 
zu Effekten hinsichtlich der Pathogen-Abwehr oder hinsichtlich der Blüteninduktion 
führte, wurde das 35S::PCC1-Konstrukt in den Ökotyp „Landsberg erecta“ 
transformiert. Wie in den Abschnitten 3.4.1 bis 3.4.2 dargestellt, wirkte sich die 
Integration des 35S::PCC1-Konstruktes in diesem Genotyp nicht auf die 
Blütenbildung und auch nicht hinsichtlich der Pflanze-Pathogen-Interaktion aus. Die 
Blütenbildung erfolgte sowohl unter Langtag- als auch unter Kurztagbedingungen 
absolut parallel zur Blütenbildung in den nichttransformierten „Landsberg erecta“-
Kontrollpflanzen. Auch konnte hinsichtlich der Interaktion mit den Isolaten 
Hyaloperonospora parasitica Isolaten Noco und Wela kein Unterschied zwischen den 
35S::PCC1-Ler  Linien und dem Ler-Genotyp festgestellt werden.  Bei „Landsberg“ 
verhält es sich hinsichtlich der Anfälligkeit im Vergleich zu Columbia-0 genau anders 
herum. Das heißt, Ler-Pflanzen sind gegen das Isolat Noco resistent (vermittelt durch 
das Resistenzgen RPP5 in Ler) und anfällig gegen das Isolat Wela. Genau dies 
konnte anhand der Konidiophorenbildung in den 35S::PCC1-Ler Linien sowie bei der 
entsprechenden Ler-Kontrolle auch beobachtet werden. Eine Analyse des 
Pseudomonaden-Wachstums in planta konnte aus Zeitgründen nicht mehr erfolgen. 
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Diese Daten deuteten zusammen mit den Daten aus den Analysen mit den 
35S::PCC1-Linien im Col-0-Hintergrund darauf hin, dass durch die PCC1-
Überexpression möglicherweise ein Noco-spezifischer Abwehrmechanismus aktiviert 
wird, der ausschließlich die Resistenz gegenüber Noco in Col-0 herbeiführte, aber in 
„Landsberg erecta“ keine Resistenz gegen Wela herbeiführen konnte.  
Es bleibt die Frage offen, warum die Blütenbildung bei „Landsberg erecta“ durch die 
Transformation des 35S::PCC1-Konstrukts nicht beschleunigt wurde. 
 
4.13 Versuch der Einordung des Frühblühphänotyps in einen der 
Signalwege zur Blüte 
Wie im Ergebnisteil beschrieben, zeigten alle transformierten 35S::PCC1-Linien im 
Col-0-Hintergrund im Vergleich zum zugrundeliegenden Col-0-Wildtyp eine frühe 
Blüte. Dies wurde in der T3-Generation quantifiziert und der Frühblüh-Phänotyp 
betraf sowohl die Blütenbildung unter Kurztag- als auch die Blütenbildung unter 
Langtagbedingungen (siehe Abschnitt 3.3.4.1). Insbesondere unter nicht-
induzierenden Langtagbedingungen fiel der Unterschied recht deutlich aus, wie das 
Photo (Abbildung 32, Abschnitt 3.3.4.1) zeigt. Dagegen konnte dies im Ökotyp 
„Landsberg erecta“ nicht beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.4.3). Diese Befunde 
veranlassten uns zu einer intensiven Auseinandersetzung mit den neuesten 
Erkenntnissen hinsichtlich der Regulation der Blütenbildung/-Induktion in 
Arabidopsis. In der Einleitung erfolgte bereits ein kurzer Abriss über die wichtigsten 
bislang beschriebenen Wege zur Induktion der Blüte.  
 
Der photoperiodische Signalweg 
Ein Einfluss von Komponenten des photoperiodischen Signalwegs schien in unserem 
Fall eher nicht in Frage zu kommen, da in den 35S::PCC1-Linien die frühe Blüte 
sowohl bei Blütenbildung-induzierenden Langtagbedingungen, aber auch unter 
Kurztagbedingungen zu beobachten war. Hier hätte man sich also eine Wirkung der 
PCC1-Überexpression nur unterhalb von Constans vorstellen können. Somit schien 
der Constans-abhängige photoperiodische Signalweg bei den 35S::PCC1-Linien mit 
hoher Wahrscheinlichkeit nicht verantwortlich zu sein für den Frühblühphänotyp. 
Daher war es naheliegender zu vermuten, dass in 35S::PCC1-Pflanzen eine 
Beeinflussung des FLC-Signalwegs oder eine Gibberellinsäure-abhängige 
Beschleunigung der Blütenbildung vorlag. 
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Die FLC- und Frigida-vermittelte Induktion der Blüte 
 
FRI und FLC in Col-0  
Bei dem Col-0–Ökotyp handelt es sich um einen frühblühenden Ökotypen, der über 
ein funktionales, die Blütenbildung reprimierendes FLC-Gen verfügt und ein 
mutiertes (inaktives) Frigida-Gen trägt (Sanda et al., 1996; Johanson et al., 2000). 
D.h., die FLC-m-RNA-Niveaus werden hier nicht über die Aktivität des Frigida-Gens 
erhöht und infolgedessen ist Col-0 eine sich ohne Vernalisierungsphase 
reproduzierende Arabidopsis-Variante, da der Blütenrepressor FLC nicht in erhöhten 
Konzentrationen vorliegt (Clarke et al., 1994). Kreuzt man ein funktionales FRI-Gen 
in Col-0, so entstehen als Nachkommen spätblühende, vernalisierungsbedürftige 
Arabidopsis Hybride. 
 
FRI  und FLC in „Landsberg erecta“ 
Bei „Landsberg erecta“ handelt es sich um einen sehr frühblühenden Genotyp von 
Arabidopsis. „Landsberg“ hat zwar einen funktionalen, aber einen hinsichtlich seiner 
Genstruktur veränderten FLC-Lokus. Man spricht bei „Landsberg“ aufgrund einer 
etwa 2 kb großen Insertion im ersten Intron auch von einem schwachen Allel („weak 
allel“) des FLC-Gens (Michaels et al., 2003). Auch das Frigida-Gen ist im 
„Landsberg“-Ökotyp wie auch bei Col-0 mutiert (Lee et al., 1994, Johanson, 2000).  
Kreuzt man in „Landsberg“ ein funktionales FRI-Gen ein, so bleiben die 
Nachkommen aufgrund des schwachen Allels von FLC frühblühende Hybride.  
Da unsere Ergebnisse auf einen frühblühenden („early flowering“) Phänotyp in Col-0, 
bedingt durch die Überexpression von PCC1, hindeuteten und andererseits die 
PCC1-Überexpression in „Landsberg“ nicht zu einem solchen frühblühenden 
Phänotyp führten, lag es nahe, einen Einfluss von FLC auch bei der (Fein-) 
Steuerung der Blüte durch die Überexpression von PCC1 zu vermuten.  
 
4.13.1 Vergleich der Blühinduktion von flc3-Pflanzen im Col-0 Hintergrund mit 
der Blühinduktion von 35S::PCC1-Linien 
Aus diesem Grunde wurden flc3-Pflanzen im Col-0-Hintergrund angefragt, welche 
freundlicherweise von Prof. R. M. Amasino (University of Madison, Wisconsin) zur 
Verfügung gestellt wurden (Michaels and Amasino, 1994). Doch ein direkter 
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Vergleich der Blütenbildung bei den 35S::PCC1-Linien mit der Blütenbildung bei den 
flc3-Pflanzen zeigte, dass auch dieser Signalweg zumindest nicht 
hauptverantwortlich für die im Vergleich zu Col-0 frühe Blütenbildung bei den 
35S::PCC1-Linien sein konnte, denn diese blühten deutlich früher als die FLC-
Funktionsverlustmutante flc3 (siehe Abbildung 46). Diese Erkenntnis sowie die 
Erkenntnis, dass sich bei den 35S::PCC1-Pflanzen im „Landsberg“-Hintergrund 
keinerlei Effekt auf die Blütenbildung zeigte, veranlasste mich in dieser (End-)Phase 
der Arbeit zu einer nochmaligen Transformation des 35S::PCC1- Konstrukts in den 
Col-0-Ökotyp. Überraschenderweise konnte dieses Mal bei den entsprechenden 
Selektionen keinerlei Unterschied zwischen den transformierten Pflanzen den Col-0-
Wildtyp-Pflanzen beobachtet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
4.13.2 Überprüfung von Samen aus der ursprünglichen Transformation des 
35S::PCC1-Konstrukts  
Aus diesem Grund wurden noch einmal Samen, aus denen die frühblühenden 
35S::Pflanzen gewonnen wurden, neu auf nicht-selektiven MS-Agar ausgebracht. 
Parallel erfolgte auch die sterile Aussaat von Col-0. Dabei stellte sich 
überraschenderweise heraus, dass ein überwiegender Anteil der aus den 
ursprünglichen T1-Samen der 1. Transformation hervorgegangenen Pflanzen auf 
nichtselektivem Medium deutlich früher blühten als die parallel ausgebrachten Col-0 
auf dem identischen Medium (siehe auch Abbildung 47). Demzufolge lagen bei der 1. 
Transformation evtl. nicht oder nicht ausschließlich Col-0-Pflanzen vor. Dies 
Abbildung 46: a) Col-0 Pflanzen, b) flc3 Pflanzen c) 35S::PCC1 Pflanzen der Linie 8 jeweils nach 50 
Tagen unter Kurztagbedingungen fotografiert. Die 35S::PCC1 Linie 8 (hier stellvertretend für alle 
35S::PCC1 Linien) blühte unter Kurztagbedingungen deutlich früher als die flc3-Mutante und Col-0. 
a) b) c) 
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bedeutet, dass der beobachtete und beschriebene „frühe Blüte“-Phänotyp 
möglicherweise nichts mit der Transformation des 35S::PCC1-Konstrukts zu tun 
hatte, sondern aufgrund einer bisher ungeklärten Ursache (Samenkontamination?) 
hervorgerufen wurde. Die Erkenntnis, dass offensichtlich bei der Transformation des 
35S::PCC1-Konstrukts keine Col-0 sondern möglicherweise ein anderer, früher 
blühender Genotyp vorlag, stellt natürlich alle mit den 35S::PCC1-Linien im Vergleich 
zu Col-0 erhobenen Daten in Frage. So müssen die Pflanzen-Pathogen-
Interaktionsversuche (A. thaliana mit P. syringae bzw. H. parasitica Noco und Wela) 
mit neuen transformierten 35S::PCC1-Linien im Col-0-Hintergrund wiederholt 
werden. Auch die Daten hinsichtlich der Blüteninduktion im Vergleich zu Col-0 sind 
hiermit überholt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Daten hinsichtlich der Rhythmik des endogen exprimierten PCC1 in den 
35S::PCC1-Linien sind ebenfalls in Frage zu stellen, dennoch liefern die hier 
erbrachten Daten ganz gute Hinweise darauf, dass PCC1 nicht seine eigene 
Expression über eine Rückkopplungsschlaufe steuert, auch wenn die Analyse 
möglicherweise hier in einem anderen Ökotypen erfolgte. 
 
Abbildung 47 a) Col-0-Keimlinge auf MS-Agar im Alter von 21 Tagen, die Pflanzen haben noch keine
erkennbaren Blütenstiele entwickelt. b) Pflanzen der ursprünglichen Transformation (T1-Samen) 
ohne Gent70-Selektion ausgekeimt ebenfalls 21 Tage nach Aussaat. Der überwiegende Teil der hier 
erkennbaren Pflanzen zeigt eine erheblich frühere Blüte als Col-0, obwohl diese Pflanzen nicht 
transformiert sind (nur ca. 1 von 100 Pflanzen ist transformiert). Die Schlussfolgerung ist, dass  bei
der ursprünglichen Transformation fälschlicherweise ein anderer Ökotyp als Col-0 vorlag.  
a) b)
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4.14 Einordnung des PCC1-Gens anhand der gewonnenen Daten 
Anhand der durchgeführten Analysen zu PCC1 und insbesondere hinsichtlich der 
beschriebenen Parallelen zu PR-Genen erscheint es als wahrscheinlich, dass es sich 
bei PCC1 um ein neues PR-Gen handelt.  
Bei den PR-Genprodukten handelt es sich zumeist um Genprodukte, die nicht nur 
lokal am Infektionsort, sondern auch systemisch auf der befallenen Pflanze induziert 
werden und mit der Ausprägung der systemischen Resistenz (SAR) in 
Zusammenhang gebracht werden (van Loon and van Strien, 1999). Außerdem 
kodieren die meisten PR-Gene für Proteine, bei denen man sich eine Beteiligung an 
pflanzlichen Abwehrmechanismen vorstellen kann (van Loon and van Strien, 1999). 
In Tabelle 9 sind 14 verschiedene Klassen von PR-Proteinen und die 
entsprechenden Genprodukte aufgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wie aus Tabelle 9 ersichtlich, kodieren eine ganze Reihe von PR-Genen für 
Chitinasen und Glucanasen. Diese, so vermutet man, sollen die pilzlichen 
Zellwandstrukturen zerstören und dadurch die Ausbreitung des Pilze in bzw. auf der 
Pflanze hemmen (Kombrink und Somssich, 1997). Der PR-6-Proteinfamilie wird eine 
Proteinase-Funktion zugeordnet, die mit der Abwehr gegen Herbivoren, 
Mikroorganismen und Nematoden in Zusammenhang gebracht wird  (Kowia et al., 
1997, Ryan et al., 1990). Die PR-9-Proteinfamilie besteht aus Peroxidasen, welche 
möglicherweise eine Funktion bei der Stärkung der Zellwand ausüben, in dem sie 
Lignin-Strukturen als Reaktion auf den mikrobiellen Angriff modifizieren (Van Loon 
 
 
Tabelle 9: Die bisher beschriebenen Klassen von PR-Proteinen und ihre Funktionen (aus Van Loon and Van 
Strien, 1999). 
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and Van Strien et al., 1999). Die PR-10-Proteinfamilie zeigt strukturelle Ähnlichkeiten 
zu Ribonukleasen und es wurde vermutet, dass diese möglicherweise gegen Viren 
aktiv sein könnten (Moiseyev et al., 1997).  
All diese PR-Proteine sind erheblich größer als das PCC1-Protein. Lediglich das PR-
1-Gen kodiert für ein Protein, welches mit einem Molekulargewicht von 14 bis 17 kDA 
(van Loon and van Strien, 1999) ähnlich klein ist wie das PCC1-Protein. 
 
PR-1 „pathogenesis-related protein 1“ 
Die PR-1-Genfamilie ist die einzige PR-Genfamilie, die nicht anhand von Sequenz-
Homologien Ähnlichkeiten zu anderen bekannten Proteinen zeigt. In 
Tomatenpflanzen,  die PR-1 konstitutiv stark exprimierten, konnten Alexander et al. 
(1993) eine erhöhte Toleranz gegenüber Phytophthora parasitica var. nicotianae und 
Peronospora tabacina feststellen. Eine direkte antifungische Wirkung des Tomaten-
PR-1-Proteins konnten Niderman et al. (1995) in vitro zeigen, als dort eine von PR-1-
Protein hervorgerufene Inhibition der Germination von P. infestans Zoosporen 
beobachtet werden konnte. Allerdings ist die Wirkungsweise der PR-1-Proteine bis 
heute ungeklärt (van Loon and van Strien, 1999). 
 
4.14.1 Ist PCC1 ein PR-Gen? 
Möglicherweise handelt es sich bei PCC1 ebenfalls um ein antifungisches PR-
Protein, das zwar keine Sequenzhomologien zu PR-1 aufweist, aber evtl. sich 
ebenfalls durch eine antifungische Wirksamkeit auszeichnet. Denkbar wäre hier, 
dass ein solches ggf. antifungisches PCC1-Protein durch eine circadiane Steuerung 
jeweils zum Tagesende präformiert wird. Kommt es dann zu einer Pathogen-Pflanze-
Interaktion, so erfährt es auf der Expressionsebene über die erhöhten Salicylsäure-
Akkumulation eine zusätzliche Stimulation. Eine mögliche antifungische Aktivität 
könnte man über in vitro-„assays“ mit bakteriell überexprimiertem und aufgereinigtem 
PCC1-Protein und entsprechend über Pathogen-Inokulationsversuche in vivo mit 
35S::PCC1-Pflanzen erfolgen. Die circadiane Steuerung ist allerdings eine 
Eigenschaft, die PCC1 von PR-Genen abgrenzt, denn bisher wurde für kein PR-Gen 
eine circadiane Rhythmik beschrieben. Auch bei der bisherigen Charakterisierung 
den PCC1-Paraloge auf der Expressionsebene durch Herrn Sharifi-Sirchi konnte 
bislang keine solche circadiane Rhythmik gezeigt werden. Allerdings konnte für die 
Paraloge At1g05340, At2g32210 eine Induktion der Expression bei der Interaktion 
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von A. thaliana mit P. syringae pv. tomato (avrRPT2) festgestellt werden (Sharifi-
Sirchi, persönliche Mitteilung). In unabhängigen, auf cDNA-„microarray“-basierenden 
Versuchen konnten M. Bartsch et al. (Bartsch, MPI für Züchtungsforschung in Köln; 
persönliche Mitteilung) eine Induktion von PCC1 und seinen Paralogen At1g05340, 
At2g32210 und At2g32190 nach Pseudomonas-Inokulation feststellen.  
Einen Schlüssel zu weiteren Erkenntnissen zur Regulation von PCC1 könnten die  
PCC1-Promotor-GUS-Pflanzen (siehe Abschnitt 3.6) sein. Mit Hilfe dieser Pflanzen 
sollte es möglich sein, die gewebespezifische Expression von PCC1 näher zu 
charakterisieren. Über die Anikörper im Serum des Kaninchen #263 (siehe Abschnitt 
3.4.2) können evtl. weitere Erkenntnisse zur Regulation von PCC1 auf der 
Proteinebene gewonnen werden und damit möglicherweise auch weitere Hinweise 
auf seine Funktion. Voraussetzung dafür ist allerdings, dass es wieder gelingt, den 
PCC1-Protein-Nachweis mit diesem Serum wieder zu optimieren. Das im Abschnitt 
3.4.1 beschriebene Verhalten des bakteriell exprimierten PCC1-Proteins in der SDS-
Page, könnte ein erster Hinweis auf eine Dimerisierung des PCC1-Protein sein. 
Möglicherweise erfüllt es seine Funktion in vivo als Dimer. 
Die vielleicht bedeutendste Erkenntnis aus dieser Arbeit ist die Tatsache, dass das 
Signalmolekül Salicylsäure neben der bereits bekannten Rolle in der 
Pathogenabwehr der Pflanze auch eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des 
circadian-rhythmischen Expression von PCC1-Gens spielt. Auch die Abhängigkeit 
der rhythmischen PCC1-Expression von einem funktionalen NPR1-Protein ist 
bemerkenswert, da bislang ein Einfluss von NPR1 auf circadian exprimierte Gene 
noch nicht beschrieben wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 
dass die Expression von PCC1 durch viele Faktoren beeinflusst wird. Gerade die 
Vielzahl von Faktoren, die auf die Expression von PCC1 einwirken (Pathogen-
Interaktionen, die circadiane Uhr, der Faktor Licht), machen dieses Gen auch in der 
Zukunft zu einem interessanten Untersuchungsobjekt. Zum Beispiel für die 
Identifizierung von neuen (Transkriptions-) Faktoren, die bei Arabidopsis für eine 
circadiane bzw. lichtabhängige Genexpression verantwortlich sind. Auch hinsichtlich 
der Funktion von PCC1 und seiner intrazellulären Lokalisation besteht weiterhin 
Klärungsbedarf. 
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5 Zusammenfassung 
 
Auf der Grundlage von Expressionsdaten, die mit Hilfe eines  cDNA-“microarrays” 
gewonnen wurden, konnte ein bislang unbeschriebenes, bei der Pflanze-Pathogen-
Interaktion induziertes Gen identifiziert werden. Die differentielle Expression, 
ausgelöst durch die Interaktion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonas syringae 
pv. tomato (avrRPT2) konnte auf der Northern-blot-Ebene in mehreren 
unabhängigen Versuchen bestätigt werden. 
Durch umfangreiche Expressionsanalysen wurde festgestellt, dass das EST 
163B24T7 nicht nur bei der Pathogen-Pflanze-Interaktion induziert wird, sondern 
generell einer circadianen gesteuerten Rhythmik unterliegt. Diese circadiane 
Rhythmik wird durch die innere Uhr der Pflanze vermittelt, denn zum einen bleibt die 
circadiane Rhythmik unter konstanten Lichtbedingungen stabil und zum anderen 
führte eine Überexpression des CCA1-(“circadian clock associated 1”) Gens unter 
Dauerlichtbedingungen zu einer deutlichen Beeinträchtigung der Rhythmik des 
EST163B24T7. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde das Gen als PCC1 für 
“pathogen and circadian controlled 1” bezeichnet. Unter Verwendung verschiedener 
Mutanten und der transgenen NahG-Linie konnte das PCC1-Gen in der Pathogen-
induzierten Signaltransduktionskaskade unterhalb von Salicylsäure und unterhalb 
von NPR1 positioniert werden. Demnach ist PCC1 am Ende der 
Signaltransduktionskaskade auf der Ebene der PR-Proteine (“pathogenesis-related 
proteins”) einzuordnen. In der Tat wurden Analogien zwischen PCC1 und PR-1 und 
PR-5 deutlich, nicht nur bezüglich ihrer Abhängigkeit von Salicylsäure und NPR1, 
sondern auch hinsichtlich ihrer Abhängigkeit vom Faktor Licht. Zudem konnten die 
bei für die PR-1-Expression wichtigsten Promotor-Elemente, das as1-Element sowie 
die W-Box, mit Hilfe von Datenbank-basierenden Promotoranalysen im PCC1-
Promotor identifiziert werden.  
Über die Herstellung von 35S::PCC1-Pflanzen ist es gelungen, Hinweise auf eine  
Funktionalität des PCC1 hinsichtlich der Resistenz gegenüber Hyaloperonospora 
parasitica zu erhalten. Die konstitutive Überexpression von PCC1 in diesen 
35S::PCC1-Linien konnte über quantitative RT-PCR-Techniken aufgezeigt werden. 
Zudem konnte durch qRT-PCR-basierende Methoden gezeigt werden, dass sich die 
PCC1-Überexpression nicht auf die endogen-rhythmische Expression von PCC1 
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auswirkt. Somit kann eine autoregulatorische Funktion des PCC1-Proteins 
hinsichtlich der Steuerung seiner eigenen Expression ausgeschlossen werden. 
Aufgrund der Erkenntnis, dass bei der Transformation des 35S::PCC1-Konstrukts, 
möglicherweise durch eine Samenkontamination hervorgerufen, vermutlich keine 
Col-0-Pflanzen verwendet wurden, sondern ein anderer Genotyp, müssen die 
funktionellen Daten hinsichtlich der Pflanzen-Pathogen-Interaktionen und hinsichtlich 
des Frühblühphänotyps noch einmal neu ausgearbeitet werden. Die dafür 
erforderlichen 35S::PCC1-Pflanzen wurden bereitgestellt, jedoch war eine neuerliche 
Charakterisierung dieser Linien aus Zeitgründen nicht möglich. 
Neben den 35S::PCC1-Linien konnten im Rahmen dieser Arbeit PCC1-“silencing” 
Linien hervorgebracht werden. Bei einigen dieser “silencing”-Linien wurde mittels 
qRT-PCR-Analysen eine zumindest erheblich reduzierte Expression von PCC1 
festgestellt. Diese PCC1-“silencing”-Pflanzen zeigten allerdings weder hinsichtlich 
der Pathogen-Pflanzen-Interaktionen (Interaktionen mit Hyaloperonospora parasitica) 
noch hinsichtlich des Blühphänotyps einen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp.  
Zur weiteren Charakterisierung wurde eine PCC1-Promotor-GUS-Fusion 
durchgeführt und entsprechende PCC1-Promotor-GUS-Pflanzen stehen nun für 
Promotorstudien zur Verfügung und ermöglichen die Gewinnung von Erkenntnissen 
hinsichtlich der gewebespezifischen Expression von PCC1. Erste Versuche ergaben, 
dass es in diesen Pflanzen eine ß-Glucuronidase-Aktivität nachweisbar ist. Die 
ausführliche Charakterisierung dieser Promotor-GUS-Pflanzen ist Thema der 
Diplomarbeit von Janine Muyrers.  
Über die Aufreinigung bakteriell überexpremierten PCC1-Proteins, welches als 
Antigen für eine Immunisierung von Kaninchen verwendet wurde, konnte außerdem 
ein polyklonaler PCC1 spezifischer Antikörper (Serum) gewonnen werden.  Mit Hilfe 
dieses Serums als 1. Antikörper ist ein Nachweis von pflanzlichem PCC1-Protein in 
Arabidopsis-Proben gelungen. Dieses Serum schien ein wichtiges Hilfsmittel bei der 
Analyse von PCC1 auf der Proteinebene zu werden, jedoch lieferte es in späteren 
PCC1-Protein-Detektionsversuchen keine spezifischen Signale mehr. Für die Zukunft 
müsste dieses Detektionssystem neu evaluiert werden. 
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